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Introducción 
1. LA VITAMINA A Y EL ÁCIDO RETINOICO 
 
1.1 Función biológica de la Vitamina A 
La primera vitamina que se descubrió fue la Vitamina A. En 1913, Davis y 
Mc Collum y casi al mismo tiempo Osborn y Mendel, observaron que una 
sustancia contenida en la mantequilla y en la yema de huevo era indispensable 
para el crecimiento y desarrollo normal de la ratas. Durante los años veinte, se 
llegó a establecer bien la importancia de su papel biológico. Se hallaron fuentes 
más ricas de vitamina A, como el aceite de hígado de halibut. Steenbock y 
Coward demostraron que el β-caroteno, componente normal de las plantas, 
puede reemplazar en la dieta a la vitamina A. En 1930, Moore demostró la 
conversión del β­caroteno en vitamina A en las ratas. Se estableció entonces el 
papel de ciertos carotenoides como provitaminas A. En 1931, Karrer propuso las 
fórmulas estructurales de ambos compuestos y en 1937 se aisló por primera vez la 
vitamina A en su forma cristalina. Isler sintetizó en 1947 la vitamina en forma 
pura cristalina, mientras que el β­caroteno fue sintetizado por primera vez en 
1950. 
 
1.2 Absorción de Vitamina A y síntesis de ácido retinoico 
La vitamina A o retinol se incorpora en el organismo por la ingesta tanto de 
productos de origen animal, en forma de retinol y de ésteres de retinol, como de 
origen vegetal en forma de carotenoides. Los ésteres de retinol son hidrolizados 
en el lumen del intestino delgado a retinol, el cual junto con el retinol proveniente 
de la dieta y emulsionado con sales biliares y ácidos grasos libres es captado por 
los enterocitos. Por otro lado los carotenoides, entre los que destaca el β-caroteno 
como más activo, se absorben por difusión pasiva en el interior del enterocito 
donde son convertidos en retinol.  
Parte de este retinol o vitamina A es destinado a la retina en forma de 11-
cis-retinal, donde juega un importante papel en el ciclo visual. Pero nuestro 
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interés en la vitamina A se centra en su destino hacia la síntesis de ácido retinoico 
(RA) (Figura 1). La formación de este compuesto, a partir de retinol, implica dos 
etapas de oxidación. La primera oxidación, de retinol a retinal, es reversible y está 
catalizada por dos familias de retinol deshidrogenasas. De la familia de alcohol 
deshidrogenasas (ADH) se han descrito 5 isoformas, siendo la ADH3 la más 
importante, y las dehidrogenasa-reductasas de cadena corta (SDR) constan de 8 
isoformas, siendo la DHRS3, la más importante. El retinaldehído entonces es 
convertido a su forma activa, el RA, por las aldehído deshidrogenasas (ALDH), 
siendo la RALDH2, la más importante durante el desarrollo embrionario.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Síntesis de ácido retinoico a partir de Vitamina A. Los animales no son capaces de 
sintetizar de novo los retinoides, siendo las principales fuentes de retinol en la dieta los carotenoides 
de los vegetales y las reservas de vitamina A de tejidos animales, en forma de ésteres de retinol.  
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Mientras que la primera etapa de conversión del retinol hacia retinal es 
ubícua, la etapa de la formación del RA a partir del retinal es restringida a ciertos 
tejidos que expresan el enzima. Es en estos tejidos y en los circundantes donde 
actuará en RA. 
El RA interacciona con receptores nucleares (RARs y RXRs) para activar la 
expresión de genes de respuesta a RA, y con las proteínas celulares que unen RA 
o CRABPs. Dos enzimas de la família citocromo P450, CYP26A1 y CYP26B1, 
metabolizan el RA a formas inactivas y susceptibles de degradación (Duester et 
al., 2003). 
 
1.3 Mecanismo de acción del ácido retinoico 
El ácido retinoico actúa fundamentalmente modificando a nivel 
transcripcional la expresión de sus genes diana, a través de la activación de los 
factores de transcripción dependientes de ligando, los receptores de ácido 
retinoico. Estos receptores pertenecen a la superfamilia de receptores nucleares y 
se clasifican en dos subfamilias: los receptores de ácido retinoico RAR y los 
receptores X de retinoides RXR. En ambos casos, el receptor está codificado por 
tres genes α, β y γ, y se generan varias isoformas de cada uno: RARα1 y RARα2, 
RARβ1, RARβ2, RARβ3 y RARβ4, RARγ1 y RARγ2. Del mismo modo existen 
tres genes del receptor RXR, que codifican para RXRα, RXRβ y RXRγ (Mark et 
al., 2006). 
 El ácido retinoico todo-trans es el ligando natural para el receptor RAR y el 
ácido retinoico 9-cis es el ligando natural del receptor RXR (Mark et al., 2006). La 
manera de actuar de los receptores es por medio de la formación de 
heterodímeros (RAR/RXR) que reconocen secuencias consenso conocidas como 
elementos de respuesta al ácido retinoico (RARE). 
La respuesta celular al ácido retinoico puede estar regulada a varios niveles, 
como son: a) la ingesta de retinol de la sangre, b) la participación de enzimas que 
convierten el retinol a ácido retinoico, c) la presencia de receptores RAR y RXR, y 
d) la colaboración de reguladores y represores que interactúan con RAR y RXR. 
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1.4 El ácido retinoico como molécula señalizadora 
Los retinoides juegan un importante papel como reguladores fisiológicos de 
un gran número de procesos biológicos, como desarrollo embrionario, visión, 
reproducción, diferenciación, proliferación y apoptosis (para revisión (Sun y 
Lotan, 2002)). Sin embargo, son tóxicos cuando se toman en exceso y pueden 
provocar pérdida de peso y apetito, irritabilidad, disfunciones renales o dolores de 
huesos y articulaciones. 
 
1.4.1 Desarrollo embrionario 
La vitamina A y sus derivados (los retinoides) son esenciales para el 
desarrollo embrionario, así como para la homeostasis en el organismo adulto 
(para revisión (Mey y McCaffery, 2004; Lane y Bailey, 2005)). Ya en los años 
treinta, se descubrió que un déficit materno de vitamina A producía importantes 
anomalías y malformaciones congénitas que ocasionaban la muerte del feto 
(Mason, 1935). Posteriormente Wilson y colaboradores definieron anomalías 
congénitas resultantes de un déficit de vitamina A durante el período de gestación 
(Wilson et al., 1953; Thompson et al., 1969). Un déficit de ácido retinoico en el 
desarrollo embrionario produce importantes anomalías en el sistema 
cardiovascular, en el sistema urogenital, en el sistema respiratorio, en la cabeza, en 
los ojos, en el sistema nervioso central, en órganos hematopoyéticos y en el 
tronco (Dersch y Zile, 1993; Twal et al., 1995; Maden et al., 1996; Maden et al., 
1998; Zile, 1998). Además la vitamina A desempeña un importante papel como 
agente protector del daño oxidativo en mitocondrias (Barber et al., 2000). Por 
otro lado, un exceso de vitamina A, también produce teratogénesis (McCaffery et 
al., 2003). 
 
1.4.2 Efectos morfogenéticos 
El ácido retinoico (RA) desempeña un papel fundamental como regulador 
de la diferenciación durante la embriogénesis de los vertebrados (Gudas, 1994; 
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Conlon, 1995; Means y Gudas, 1995; Durston et al., 1997; Irving et al., 1998; 
Niederreither et al., 1999; Ross et al., 2000). 
La importancia de la forma activa de la vitamina A en el desarrollo y 
diferenciación del sistema nervioso está demostrada por el hecho de que la 
exposición a un exceso de retinoides durante las primeras etapas del desarrollo, 
produce anomalías en el cerebro y en las células derivadas de la cresta neural 
(Morriss-Kay et al., 1991). Además, se han descrito estas alteraciones en las 
estructuras a las que contribuyen las células de la cresta neural en embriones 
humanos expuestos a un exceso de RA en útero en estadíos tempranos del 
desarrollo (Lammer et al., 1985).  
El RA actúa fundamentalmente en la determinación de los ejes de polaridad 
en el embrión. Estudios en Xenopus laevis revelan que el RA media una 
transformación anteroposterior en el sistema nervioso central en desarrollo 
(Durston et al., 1989). Por otro lado, la exposición a dosis teratogénicas de RA en 
embriones murinos causa transformaciones homeóticas en las que ciertas 
estructuras del sistema nervioso desaparecen o se modifican (Kessel y Gruss, 
1991). Estudios en pollos muestran que la aplicación ectópica de RA altera la 
formación de las extremidades (Izpisua-Belmonte et al., 1991).  
La enzima retinaldehído deshidrogenasa-2 (RALDH2) es una aldehído 
deshidrogenasa dependiente de NAD con una alta especificidad por el sustrato 
retinaldehído. Su patrón de expresión durante el desarrollo murino ha sugerido 
que puede ser responsable de la síntesis de RA en el embrión. Se han hecho 
estudios con ratones knock-outs deficientes en RALDH2 que ponen de 
manifiesto la necesidad de esta enzima para la supervivencia y morfogénesis 
temprana del embrión (Niederreither et al., 1999). 
 
1.4.3 Diferenciación neuronal 
El RA, además de su importancia en la morfogénesis del sistema nervioso, 
tiene un papel en la regulación de la diferenciación de neuronas durante el 
desarrollo (Díez del Corral y Storey, 2004; Maden, 2002; Appel y Eisen, 2003). 
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Así, el RA aumenta la neuritogénesis en cultivos primarios de neuronas de la 
médula espinal (Wuarin y Sidell, 1991) y es capaz de diferenciar hacia fenotipo 
neuronal algunas líneas celulares establecidas de carcinoma embrionario (Jones-
Villeneuve et al., 1982; Andrews, 1984). La diferenciación está acompañada de 
cambios en la expresión de genes implicados en diferenciación y proliferación 
(Miller et al., 1990). Por otra parte, se ha descrito que células madre embrionarias 
se pueden diferenciar en presencia de RA adquiriendo un fenotipo neuronal 
(Slager et al., 1993; Bain et al., 1994; Bain et al., 1995). 
 El RA también es capaz de inducir diferenciación neuronal en algunas 
líneas derivadas de neuroblastomas humanos. En estas células procedentes de 
tumores con origen en la cresta neural, el RA produce una parada de la 
proliferación en la fase G1 del ciclo celular (Thiele et al., 1985). La detención del 
crecimiento es debida a un incremento de los niveles de p27 y una inhibición de 
kinasas dependientes de ciclinas (CDKs) (Matsuo y Thiele, 1998; Hsu et al., 2000; 
Matsuo et al., 2001). 
 
1.4.4 Vitamina A y cáncer 
La relación entre la Vitamina A y el desarrollo del cáncer se estableció en 
1925, cuando Wolbach y Howe observaron el efecto de inhibición de la 
deficiencia de vitamina A sobre la proliferación y diferenciación de células 
epiteliales (Wolbach y Howe, 1925). En 1978 Strickland y Mahdavi demostraron 
que el ácido retinoico podía inducir diferenciación de células de teratocarcinoma 
in vitro e in vivo (Strickland y Mahdavi, 1978). Al mismo tiempo, se observó que los 
retinoides inhibían el crecimiento de células tumorales en cultivo (Lotan y 
Nicolson, 1977), y producían la diferenciación de células de pacientes con 
leucemia promielocítica (Breitman et al., 1980). 
Mediante estudios epidemiológicos se ha establecido una relación inversa 
entre los niveles en plasma o ingesta de vitamina A/β-caroteno y desarrollo de 
diversos tipos de cáncer de mama, pulmón, cabeza y cuello (Niles, 2004). Una 
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terapia combinada empleando retinoides y otros agentes en quimioprevención 
puede ser una atractiva estrategia farmacológica (Hong y Sporn, 1997). 
El RA también se utiliza para el tratamiento de leucemias promielocíticas 
(Soprano et al., 2004) y ha mostrado ser eficiente en el tratamiento de desórdenes 
de la piel como el acné quístico, psoriasis y otras dermatosis queratinizantes 
(Windhorst, 1982; Camisa, 1995; Fisher y Voorhees, 1996). El RA se emplea en 
cosmética para evitar el envejecimiento de la piel por su carácter regulador de la 
homeostasis de la piel y su capacidad de protección contra los daños producidos 
por la luz UV (Epstein, 1981; Epstein y Grekin, 1981; Kligman et al., 1984; 
Chaqour et al., 1997; Tsukahara et al., 1999). Estudios in vitro han mostrado la 
actividad quimiopreventiva de los retinoides en células del epitelio bronquial 
humano, debido a una parada en el ciclo celular, concretamente en la fase G1, 
ocasionada por una disminución en la expresión de ciclinas (Dragnev et al., 2003). 
La quimioprevención con RA reduce el riesgo de carcinomas de pulmón, 
laringe, esófago y lengua en más del 50%. El tratamiento de estos tipos de cáncer 
se lleva a cabo aumentando la dosis de retinoico endógeno mediante el bloqueo 
de agentes catabolizantes como el citocromo p450. Se emplean agentes 
bloqueantes del metabolismo del RA (RAMBAs) como es el Liarozole (Miller, 
1998). La importancia que tiene el uso de RA en quimioprevención y/o 
tratamiento del cáncer radica en su capacidad para producir diferenciación y 
apoptosis. A pesar de las evidencias sobre las propiedades antioxidantes, hay que 
tener en cuenta que el β-caroteno fue ineficaz como quimioprevención del cáncer 
de pulmón durante el ensayo de Eficacia de Caroteno y Retinol (CARET) 
(Omenn et al., 1996) y el Estudio Alfa Tocoferol, Beta Caroteno (ATBC) 
(Virtamo et al., 2003). Estos estudios pusieron de manifiesto que el β-caroteno, 
no sólo no protege a los fumadores del cáncer de pulmón, sino que favorece su 
aparición. Los últimos datos al respecto revelan que, la exposición simultánea al 
estrés oxidativo y a los productos de transfomación del β-caroteno en estos 
pacientes, favorece los efectos genotóxicos del estrés oxidativo (Alija et al., 2006). 
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2. LOS RECEPTORES NUCLEARES  
 
2.1 Generalidades 
Los receptores nucleares constituyen una superfamilia de factores de 
transcripción que regulan la expresión génica de forma dependiente de ligando, 
aunque algunos pueden hacerlo de forma independiente de ligando. Los 
miembros de la familia de receptores nucleares incluyen receptores para las 
hormonas esteroideas, tales como estrógenos (ER) y glucocorticoides (GR), así 
como receptores para hormonas no esteroideas, como la hormona tiroidea (TR), 
vitaminas como la 1,25-dihidroxi vitamina D (VDR) y el ácido retinoico (RAR y 
RXR) o receptores que se unen a diversos productos del metabolismo lipídico, 
tales como ácidos grasos o prostaglandinas (PPAR) (para revisión (Glass y 
Rosenfeld, 2000; Aranda y Pascual, 2001)). La familia de receptores nucleares, 
también incluye los llamados receptores huérfanos, cuyo ligando aún no ha sido 
identificado (Mangelsdorf y Evans, 1995; Giguere, 1999). Este tipo de receptores 
pueden estar regulados por mecanismos alternativos, tales como la fosforilación 
(Hammer et al., 1999; Tremblay et al., 2001). 
Esta superfamilia de receptores nucleares engloba a más de 200 proteínas 
que participan en una gran variedad de procesos biológicos como crecimiento, 
desarrollo, homeostasis, diferenciación y morfogénesis. Los receptores nucleares 
modifican la transcripción de genes diana, en respuesta a señales extracelulares e 
intracelulares como hormonas, factores nutricionales… de naturaleza lipofílica. 
Las hormonas tiroideas (T3 y T4), los retinoides (derivados de la vitamina A) y el 
calcitriol (derivado hidroxilado en las posiciones 1 y 25 de la vitamina D3) son 
compuestos de naturaleza lipofílica y bajo peso molecular capaces de difundir a 
través de la membrana plasmática. Dentro de la célula se convierten en formas 
biológicamente más activas uniéndose a su receptor nuclear. Estos receptores se 
unen a secuencias específicas de DNA, que se llaman elementos de respuesta a 
hormona (HRE), actuando como factores de transcripción y regulando 
directamente la expresión de genes diana específicos. 
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2.2 Clasificación de los receptores nucleares 
Los receptores nucleares se clasifican en función de las características del 
ligando que reconocen, de dimerización y de las propiedades de unión al DNA 
(Mangelsdorf et al., 1995) (Figura 2). 
Los receptores de clase I son los receptores de hormonas esteroideas, entre 
los que se encuentran los receptores de glucocorticoides, de progesterona, de 
mineralocorticoides y de estrógenos. En ausencia de ligando se encuentran en el 
citoplasma asociados a proteínas de choque térmico. La unión de la hormona 
libera el receptor, que se trastoca al núcleo. Se unen en forma de homodímeros a 
secuencias de DNA formadas por palíndromos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Clasificación de los receptores nucleares. Los miembros de la 
superfamilia de receptores nucleares se clasifican en función de las características del 
ligando que reconocen, de dimerización y de las propiedades de unión al DNA. 
 
Los receptores de clase II son los que heterodimerizan con el RXR 
(receptor del ácido 9-cis-retinoico), como los receptores de los activadores de 
peroxisomas (PPARs), los receptores de ácido retinoico (RARs), de hormonas 
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tiroideas (TRs), de vitamina D (VDRs) y algunos receptores huérfanos. Se unen 
principalmente a repeticiones directas de DNA que varían en número de 
nucleótidos espaciadores, aunque también pueden utilizar elementos organizados 
como palíndromos o palíndromos invertidos. En este grupo, la localización 
nuclear es independiente de la activación por parte del ligando. 
Los receptores de clase III se unen a repeticiones directas de DNA como 
homodímeros y entre ellos se encuentran RXR y HNF-4 (factor nuclear de 
hepatocitos). Generalmente, activan o reprimen la transcripción de manera 
constitutiva. 
Los receptores de clase IV se unen como monómeros a hexanucleótidos y 
activan la transcripción de manera constitutiva. NGFI-B (clon B inducido por 
NGF) pertenece a este grupo. 
 
2.3 Características estructurales 
Los miembros de la superfamilia de receptores nucleares son proteínas que 
presentan una organización modular, con un dominio central de unión a DNA o 
dominio C, que está muy conservado y que les caracteriza. En la zona N-terminal 
se encuentra el dominio A/B, región no conservada y de tamaño e importancia 
funcional muy variable. El extremo C-terminal engloba al dominio D o región 
bisagra, al dominio de unión al ligando (dominio E) y en algunos receptores al 
dominio F de función desconocida (Figura 3). 
 
2.3.1 Dominio A/B 
Esta región situada en el extremo amino terminal es muy variable en 
longitud y en secuencia, y contiene el dominio AF-1, implicado en la activación 
transcripcional independiente de ligando (Metzger et al., 1990; Nagpal et al., 
1993). Aunque se sabe poco acerca del mecanismo molecular por el que el AF-1 
inicia la transcripción, se ha observado que la fosforilación de determinados 
residuos se correlaciona con un aumento de la actividad independiente de ligando 
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de determinados receptores (Thompson y Evans, 1989). Así, se ha visto que los 
RARs y otros receptores pueden ser fosforilados por kinasas dependientes de 
ciclinas y que esta fosforilación es importante para la transactivación dependiente 
e independiente de ligando (Rochette-Egly, 2003). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Estructura modular de los receptores nucleares y localización de sus principales 
funciones. Los receptores nucleares se dividen en seis regiones. La región C contiene el dominio 
de unión al DNA, las regiones E/F contienen el dominio de unión a ligando. Además existe una 
región de dimerización en el dominio de unión a ligando y dos dominios de transactivación 
(denominados AF-1 y AF-2).  
 
2.3.2 Dominio C o de unión a DNA 
El dominio de unión a DNA es la región más conservada entre los distintos 
miembros de la superfamilia de los receptores nucleares. Este dominio es el 
responsable de la unión de los receptores al DNA y también participa en la 
formación de dímeros. Está constituido por dos dedos de zinc formados por 60-
70 aminoácidos y una extensión C-terminal (CTE) de unos 25 aminoácidos 
(Zechel et al., 1994). Cada dedo está constituido por un ión de zinc coordinado 
de forma tetraédrica por cuatro residuos de cisteína. En la base del primer dedo 
están los residuos necesarios para la unión con el DNA (caja P) y otros residuos 
en el segundo dedo forman la caja D involucrada en la dimerización (Luisi et al., 
1991) (Figura 4). 
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Figura 4. Dedos de Zinc de los receptores nucleares. En cada dedo de zinc 
existen cuatro cisteínas conservadas, que coordinan tetraédricamente un ión de Zn2+. 
Los motivos de reconocimiento de la secuencia del DNA están presentes en la base 
del primer dedo de zinc, y se conocen con el nombre de caja P. Otros residuos de la 
base del segundo dedo de zinc constituyen la caja D, que está involucrada en la 
dimerización del receptor o median las interacciones proteína-proteína. 
 
Los dos dedos se pliegan conjuntamente formando una estructura 
compacta constituida por dos hélices α dispuestas perpendicularmente entre ellas. 
La primera hélice se une al surco mayor del DNA estableciendo contactos con 
bases específicas. Finalmente la CTE forma una tercera hélice, la cual está 
empaquetada con la hélice 1 y también está involucrada en la unión con el DNA 
(Glass y Rosenfeld, 2000). 
 
2.3.3 Dominio D 
Este dominio actúa como bisagra entre el dominio de unión al DNA y el 
dominio de unión al ligando proporcionando flexibilidad en la disposición de 
ambos sobre los elementos de respuesta. Esta región del receptor nuclear es 
altamente variable tanto en longitud como en secuencia. Contiene la señal de 
localización nuclear y la denominada caja A, que estabiliza el receptor sobre el 
DNA contactando con nucleótidos adicionales fuera del hemisitio consenso y 
extiende la secuencia de reconocimiento (McBroom et al., 1995). 
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2.3.4 Dominio E o de unión al ligando 
El dominio de unión al ligando es el responsable de la unión al ligando así 
como de la formación de dímeros, de la unión a cofactores y de la transactivación 
dependiente de ligando. Contiene las superficies de dimerización y la región AF-2, 
altamente conservada en el extremo C-terminal y con capacidad autónoma para 
activar la transcripción dependiente de ligando (Danielian et al., 1992; Nagpal et 
al., 1993; Barettino et al., 1994; Durand et al., 1994). El LBD está formado por 
unos 250 aminoácidos, los cuales tienen una estructura secundaria compuesta por 
12 hélices α (H1 a H12) y un giro β entre las hélices H5 y H6. El LBD se pliega 
en forma de tres capas de hélices antiparalelas empaquetadas. Este plegamiento 
origina una cavidad o bolsillo hidrofóbico donde se acomoda el ligando (Wurtz et 
al., 1996; Moras y Gronemeyer, 1998). 
La comparación de las estructuras de los holo (unido a ligando) y apo-LBD 
(vacío) receptores ha permitido proponer un modelo en el cual la unión del 
ligando induce cambios conformacionales en el LBD de los receptores nucleares, 
permitiendo la unión de coactivadores (Renaud et al., 1995). En el caso del 
receptor no ligado a hormona, la hélice anfipática, que contiene la región AF-2, se 
proyecta hacia el exterior del cuerpo del LBD (Figura 5).  
 
 
 
 
Figura 5. Esquema de dos estados 
conformacionales del dominio de unión 
al ligando (LBD) del receptor nuclear. 
(a) LBD del apo-RXR no unido a ligando. 
(b) LBD del holo-RAR unido a ligando. Las 
diferentes regiones del LBD están coloreadas 
dependiendo de su función: la superficie de 
dimerización está de color verde, el sitio de 
unión de coactivadores y correpresores, de 
color naranja y la hélice H12, donde está 
situada la región AF-2, está de color rojo; 
otros elementos estructurales se muestran de 
color malva. (Bourguet et al., 2000). 
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Tras la unión del ligando la estructura se empaqueta más y se produce un 
cambio de conformación. Ello sugiere una función estructural del ligando en la 
configuración de la superficie de contacto proteína-proteína del LBD. 
 
2.3.5 Dominio F 
Este dominio está ausente en el receptor RXR, y todavía se desconoce su 
papel en el receptor RAR. Sin embargo, este dominio está fosforilado (Rochette-
Egly et al., 1997; Bastien et al., 2000) y se postula que podría estar modulando los 
dominios de activación AF-1 y AF-2 como en el caso del receptor de estrógenos 
(Montano et al., 1995; Metivier et al., 2002). 
 
2.4 Elementos de respuesta a hormona 
Las secuencias de DNA a las que se unen los receptores nucleares para 
regular la transcripción de sus genes diana específicos se denominan elementos de 
respuesta a hormona o HRE y se localizan habitualmente en el promotor. Los 
HRE están compuestos por un núcleo o hexámero de bases que constituye el 
motivo de reconocimiento por los receptores nucleares, conocido como 
hemisitio. 
Han sido identificados dos motivos consenso: la secuencia AGAACA, que 
es reconocida preferentemente por los receptores de esteroides, y la secuencia 
AGGTCA, que sirve como motivo de reconocimiento para el resto de los 
miembros de la superfamilia de receptores nucleares. 
La especificidad de reconocimiento y la actividad transcripcional mediada 
por los componentes de esta superfamilia vienen determinadas por pequeñas 
diferencias en la secuencia y orientación de los hemisitios, en el número de 
nucleótidos que conforman la secuencia espaciadora o en las características de la 
región adyacente a los elementos. En los HRE los hemisitios pueden estar 
dispuestos como palíndromes (PAL), palíndromes invertidos (IP) o repeticiones 
directas (DR) (Figura 6). 
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Figura 6. Unión de los receptores nucleares a los 
elementos de respuesta a hormona (HREs). Los 
receptores pueden unirse al DNA como monómeros, 
homodímeros o heterodímeros con RXR. 
 
La mayoría de receptores nucleares se unen al DNA formando diferentes 
tipos de dímeros. Los receptores de esteroides se unen al DNA formando 
homodímeros, los cuales reconocen HRE configurados de forma palindrómica. 
Los receptores nucleares que forman heterodímeros, la mayoría lo hacen 
utilizando RXR como pareja, aunque hay excepciones. Gran parte de los 
heterodímeros con RXR se unen al DNA mediante HRE configurados en forma 
de repeticiones directas, en los que el número de nucleótidos que separan los dos 
núcleos hexaméricos es clave para la discriminación de las secuencias por los 
diferentes heterodímeros. En el caso de la unión a DNA como monómeros, 
residuos de la extensión C-terminal realizan uniones adicionales con bases en 5´ 
de la secuencia de reconocimiento, aumentando así la especificidad de la unión. 
 
2.5 Receptores de retinoides 
Hay dos tipos de receptores retinoides: receptores de ácido retinoico (RAR), 
a los cuales se unen el ácido retinoico todo-trans (RA) y el ácido retinoico 9-cis 
(9CRA) con afinidad similar, y los receptores de retinoide X (RXR), que unen 
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9CRA. Existen tres subtipos diferentes de RAR y de RXR: α, β y γ, que son 
codificados por genes diferentes y muestran patrones de expresión específicos de 
cada tejido y etapa del desarrollo. Para cada subtipo existen dos o más isoformas 
generadas por la utilización de promotores alternativos o por splicing diferencial. 
Los RAR y RXR se expresan prácticamente por todo el organismo en el embrión 
y en el adulto (para revisión, (Lane y Bailey, 2005)). 
 El RARα se expresa de manera ubicua, mientras que RARβ y RARγ 
presentan un patrón de expresión que varía en función del tejido y etapa del 
desarrollo. Del mismo modo, RXRβ se expresa de manera ubicua, mientras que 
RXRα y RXRγ tienen un patrón más restringido. La acción del ácido retinoico 
puede ser regulada a nivel de expresión de RAR y RXR, y se ha visto que la 
expresión de algunos de estos receptores es regulada por los propios retinoides. 
Los RXRs pueden formar homodímeros o heterodímeros con otros miembros de 
la superfamilia de receptores nucleares; por el contrario, los RARs únicamente 
pueden formar heterodímeros con RXRs, los cuales en presencia de ligando, se 
unen a promotores de genes diana, modulando su transcripción (para revisión, 
(Sun y Lotan, 2002)). 
 
2.6 Regulación transcripcional por los receptores nucleares 
Existen diversos mecanismos por los cuales los receptores nucleares regulan 
la expresión génica. Estos mecanismos, que pueden ser dependientes o 
independientes de la unión de los receptores a los elementos de respuesta a 
hormona (HRE), conllevan a una activación o represión de la transcripción de 
dichos genes. 
Se ha propuesto un mecanismo de acción molecular del RA en el que en 
ausencia de ligando (apo RAR-RXR), el heterodímero estaría unido a 
correpresores (NCoR y SMRT), que forman parte de complejos con actividad 
desacetilasa de histona (HDAC), por lo que la cromatina alrededor de los 
promotores blanco del RA, está enriquecida en histonas desacetiladas, es más 
compacta y está silenciada (McKenna et al., 1999). La llegada de un ligando 
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Heterodímero
Histonas
agonista, media un cambio alostérico en el dominio de unión al ligando (holo 
RAR-RXR). La hélice 12 del extremo C-terminal del receptor gira y permite la 
formación de una superficie de unión de coactivadores como los complejos 
TRAP/DRIP/SMCC, complejos remodeladotes de la cromatina dependientes de 
ATP, y complejos con actividad acetilasa (HAT) y metilasa (HMT) de histonas. 
Por lo tanto, la unión del ligando causará una descondensación de la cromatina 
que permite la entrada de la maquinaria de transcripción basal y la consiguiente 
desrepresión transcripcional (Freedman, 1999) (Figura 7). 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Modo de acción de 
los heterodímeros RAR-RXR. 
a), Los receptores de ácido 
retinoico (RARs) y los receptores 
de retinoide X (RXRs) forman 
heterodímeros que se unen a la 
región reguladora de los genes a 
través de los elementos de 
respuesta a ácido retinoico 
(RAREs). b), En ausencia de 
ligando, los heterodímeros RAR-
RXR están unidos a los RAREs de 
los genes diana junto con 
correpresores transcripcionales 
que reclutan histona deacetilasas. 
La unión del ligando induce la 
liberación del complejo HDAC y 
la unión de coactivadores como 
CBP y p160. La consecuente 
descondensación de la cromatina 
es necesaria pero no suficiente. 
Como último paso, se reclutan la 
RNA polimerasa junto con otras 
proteínas, activándose la 
transcripción. Adaptado de Clarke 
(Clarke et al., 2004). 
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2.6.1 Mecanismos dependientes de los HRE 
2.6.1.1 HRE positivos 
La activación de la transcripción por parte de los receptores nucleares 
requiere como último paso el reclutamiento de la RNA plimerasa II al promotor 
de los genes diana, modificación de nucleosomas y. remodelación de la cromatina 
(Smith y O'Malley, 2004). Esto acontece mediante la formación del complejo de 
iniciación de la transcripción a través de los factores generales de la transcripción 
(GTFs), y la acción general de proteínas correguladoras facilita o se encarga de la 
comunicación entre el receptor nuclear y la maquinaria transcripcional (Chen et 
al., 1999; Malik y Roeder, 2000). Según el efecto que produce sobre la 
transcripción, se distinguen dos clases de proteínas reguladoras, los correpresores 
y los coactivadores. 
Los correpresores son proteínas accesorias que interaccionan con los 
receptores nucleares, en ausencia de ligando o en presencia de antagonistas, 
mediando la represión de la transcripción de genes con HRE positivos. Mediante 
ensayos de interacción de doble híbrido en levaduras se identificaron 2 proteínas 
correpresoras que interaccionaban con receptores nucleares en ausencia de 
ligando, SMRT (silencing mediator for retinoid and thyroid hormone receptors) y N-CoR 
(nuclear receptor corepressor) (Chen y Evans, 1995; Horlein et al., 1995). Estas 
proteínas correpresoras reclutan complejos multiproteicos que contienen 
desacetilasas de histonas (HDACs). Estos complejos promueven la condensación 
de la cromatina, haciéndola menos accesible a la maquinaria basal de transcripción 
y produciendo por tanto una inhibición de la transcripción. Tras la unión del 
ligando, el receptor cambia su conformación y las proteínas correpresoras son 
liberadas (Horlein et al., 1995; Kurokawa et al., 1995; Perissi et al., 1999) 
permitiendo así el reclutamiento de los coactivadores y la activación de dicha 
transcripción. Además de este control positivo, los receptores nucleares son 
capaces de reprimir determinados genes en respuesta al ligando (genes regulados 
negativamente), mecanismo del que se conoce menos que en el caso de genes 
inducidos. 
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Los coactivadores son proteínas capaces de potenciar la actividad de los 
receptores nucleares remodelando la estructura de la cromatina así como 
reclutando la maquinaria basal de transcripción. Al contrario de los correpresores, 
la interacción de los coactivadores con los receptores nucleares requiere la unión 
del ligando. Existen varios tipos de coactivadores: complejos remodeladores de 
nucleosomas dependientes de ATP (SWI/SNF, BGR/hBrm), coactivadores con 
actividad acetiltransferasa de histonas (p/CAF, CBP/p300, p160/SRC y 
TAFII250), y los complejos tipo TRAP/DRIP/ARC que son reclutados de modo 
dependiente de ligando por los receptores a través de la subunidad TRAP220 y 
que pueden jugar un papel en el reclutamiento de la RNA polimerasa II al 
promotor diana (Lefebvre et al., 2005). 
Una característica estructural de la mayoría de los coactivadores es que 
presentan un motivo altamente conservado LXXLL (donde L es leucina y X es 
cualquier aminoácido) implicado en su reclutamiento por la región de 
transactivación AF-2 del dominio de unión a ligando de los receptores nucleares 
(Bastien y Rochette-Egly, 2004). 
 
2.6.1.2 HRE negativos 
A través de la unión a HRE negativos, los receptores nucleares pueden 
regular negativamente la transcripción de genes de una forma dependiente de 
ligando. Una característica común de estos elementos es que el receptor vacío 
estimula la transcripción y la unión del ligando revierte dicha activación. A pesar 
de que todavía no se han esclarecido los mecanismos implicados en este tipo de 
regulación, parece que la localización del elemento juega un importante papel. 
Generalmente, los HRE negativos está localizados muy próximos al sitio de 
iniciación de la transcripción, situándose algunos por debajo de la caja TATA o 
incluso en la región 3’ no traducida del gen (Aranda y Pascual, 2001). 
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2.6.2 Mecanismos independientes de los HRE 
Los receptores nucleares pueden modular la expresión de genes que no 
contienen HRE mediante la interferencia o “cross-talk” con otros factores de 
transcripción o rutas de señalización intracelular. 
Una de estas interferencias es el hecho de que algunos receptores tales 
como TR, RAR o GR son capaces de inhibir, de una manera dependiente de 
ligando, la actividad de otra clase de factores de transcripción, entre los que se 
encuentran CREB (proteína de unión al elemento respuesta de AMPc), NFκB y 
el complejo AP-1. Los heterodímeros RAR-RXR en presencia de ácido retinoico, 
parece que reprimen la actividad de AP-1 (Jun/Fos) (Schule et al., 1991; Yang-
Yen et al., 1991; Li et al., 1996). Fos y Jun son proteínas del componente AP-1 
que a niveles elevados regulan negativamente la señal de los retinoides (Altucci y 
Gronemeyer, 2001). AP-1 regula gran cantidad de genes que aumentan la 
proliferación celular. Por el contrario, los retinoides generalmente inhiben la 
proliferación celular e inducen la diferenciación. Por tanto, se piensa que la 
interacción entre AP-1 y RAR-RXR provoca en las células un cambio de fenotipo 
proliferativo a diferenciado. El papel de AP-1 en la represión de la expresión 
génica mediada por retinoides en sistema nervioso de adulto todavía no se ha 
establecido (Lane y Bailey, 2005). 
Otra conexión entre receptores nucleares y otras rutas de señalización se 
produce por la fosforilación de los propios receptores. De este modo múltiples 
kinasas activadas por señales extracelulares como las MAPKs, proteína kinasa A 
(PKA), caseína kinasas o kinasas dependientes de ciclinas (CDKs) afectan la 
actividad de ciertos receptores nucleares (Rochette-Egly, 2003). Dependiendo del 
receptor y del residuo implicado, la fosforilación puede inhibir la activación 
dependiente de ligando de los receptores nucleares debido a una disminución de 
su afinidad por el ligando o el DNA. Sin embargo, en otros casos, la fosforilación 
activa a los receptores en ausencia de ligando. 
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3. EL ACIDO RETINOICO EN NEUROBLASTOMA 
 
El neuroblastoma es un tumor derivado de las células de la cresta neural que 
emigran en el embrión para formar los ganglios simpáticos y la médula 
suprarrenal (Schor, 1999; Alexander, 2000). Puede tener, por tanto, diferentes 
localizaciones anatómicas, así como características clínicas muy variadas.  
Se trata de la neoplasia en que se han demostrado más casos de regresión 
espontánea (Evans et al., 1976) y diferenciación a tumor benigno, mientras que en 
el otro extremo, presenta un comportamiento extremadamente agresivo, 
especialmente en niños mayores de un año con formas metastáticas (Castel et al., 
2005). Si el tumor es prenatal, se puede diagnosticar mediante ecografía fetal 
(Jennings et al., 1993). 
La incidencia del neuroblastoma oscila entre 8 y 10 casos por millón de 
niños y año. Es el tumor sólido extracraneal más frecuente en la infancia y supone 
más del 50% de los cánceres del lactante (Brodeur, 2002). La clasificación de los 
enfermos en grupos pronósticos ha permitido adaptar la intensidad del 
tratamiento al “riesgo”. Con el uso de la quimioterapia de inducción, cirugía y 
megaterapia con transplante antólogo, la tasa de respuesta oscila entre el 60% y el 
80% de todos los pacientes, pero muchos de ellos recaen posteriormente. Las 
recaídas son locales, pero sobre todo metastáticas y guardan relación con la 
persistencia de enfermedad residual mínima. Para intentar controlar este 
fenómeno se están utilizando agentes diferenciadores como los retinoides y 
anticuerpos monoclonales (para revisión, (Castel et al., 2005)). 
Está establecido los efectos que presentan los retinoides sobre 
diferenciación celular de muchos tipos celulares, entre ellos, leucemia 
promielocítica (Breitman et al., 1981) y neuroblastoma (Sidell, 1982; Thiele et al., 
1985; Reynolds et al., 1991). La diferenciación está caracterizada por alteraciones 
en morfología, actividad bioquímica y expresión génica. En células de 
neuroblastoma tratadas con ácido retinoico, estos cambios son similares a los que 
suceden en la maduración de células de la cresta neural (Tsokos et al., 1987), 
incluyendo inhibición de la proliferación, extensión de neuritas, formación de 
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sinapsis con otras células distantes (Sidell et al., 1983), inducción de diversas 
proteínas específicas de neuronas (Reynolds y Maples, 1985; Melino et al., 1991; 
Hill y Robertson, 1997) y de genes asociados con ciclo celular, morfología celular 
y neurotransmisión (Matsuo y Thiele, 1998; Truckenmiller et al., 2001). 
Esta capacidad del RA de inducir diferenciación ha permitido que 
actualmente se esté empleando con éxito, junto con análogos sintéticos, como 
agente terapéutico para tratar niños afectados de neuroblastoma, en combinación 
con quimio- y radioterapia (Reynolds et al., 2003). A pesar de que el tratamiento 
con RA ha demostrado que es capaz de incrementar la tasa de supervivencia libre 
de enfermedad de pacientes de neuroblastoma de alto riesgo de un 20% hasta 
algo más del 40% (Matthay et al., 1999), todavía no han sido establecidas las bases 
moleculares de estos efectos terapéuticos del RA. 
Dado que las células de neuroblastoma diferenciadas in vitro presentan un 
fenotipo neural, tanto morfológicamente como funcionalmente, son consideradas 
como un modelo útil para estudiar las fases iniciales de la diferenciación neuronal 
(Pahlman et al., 1995; Encinas et al., 2000). 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Diferenciación neuronal inducida por RA en células SH-SY5Y de neuroblastoma humano  
Línea celular de 
Neuroblastoma SH-SY5Y
Células SH-SY5Y tratadas  
con 1µM RA, 48h 
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4. MECANISMOS NO GENÓMICOS DE ACCIÓN HORMONAL 
 
El mecanismo de acción hormonal clásico de los receptores nucleares es de 
tipo genómico. Las hormonas esteroideas se unen a receptores presentes en el 
núcleo o en el citoplasma, y a continuación se transloca el complejo receptor-
ligando al núcleo con la consiguiente modulación de la transcripción y síntesis de 
proteínas. Este es un proceso de tipo genómico y es lento (>30 min.). Sin 
embargo, en los últimos años se han descrito acciones no genómicas mediadas 
por hormonas a través de sus receptores (Losel y Wehling, 2003; Simoncini y 
Genazzani, 2003; Levin, 2005). Estas acciones ocurren en pocos segundos o 
minutos después de la adición del agente y el uso de inhibidores de la 
transcripción del DNA como la actinomicina D o de la traducción como la 
cicloheximida, no son eficientes para inhibir las acciones de tipo no genómico. 
Las acciones no genómicas implican activación de rutas de señalización 
molecular, como activación de moléculas de señalización Src, que pueden estar o 
no mediadas por receptores hormonales. Muchos de estos efectos no genómicos 
implican a la fosfolipasa C, al calcio y pH intracelular, a la proteína kinasa C y 
tirosina kinasas. 
 
4.1 Efectos no genómicos de las hormonas 
Una acción típica no genómica es la producida por el estradiol sobre el 
sistema cardiovascular. En células endoteliales, el 17β-estradiol (E2) es un rápido 
activador de la síntesis de óxido nítrico endotelial (eNOS) (Chambliss y Shaul, 
2002). Esto provoca un aumento de los niveles de óxido nítrico (NO), el cual 
actúa como vasodilatador. Se ha demostrado que esta activación de eNOS por E2 
se produce a través de la vía de la fosfatidil-inositol-3-kinasa (PIK3)/AKT, y que 
este efecto está mediado por su receptor ER mediante un mecanismo no 
genómico (Haynes et al., 2000; Simoncini et al., 2000; Hisamoto et al., 2001). Otra 
de las vías de señalización activadas por E2 es la vía MAPK. Se ha observado una 
rápida activación de Erk1/2 en células de neuroblastoma humano (Watters et al., 
1997), en osteoblastos y en adipositos blancos (Endoh et al., 1997; Dos Santos et 
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al., 2002). Además en células MCF-7 y Caco-2 también se ha visto una rápida 
activación de las vías que implican a cSrc, MAPK y PI3K (Di Domenico et al., 
1996; Migliaccio et al., 1996; Castoria et al., 2001). 
La progesterona también produce acciones no genómicas mediante la 
activación de la vía de ERK/MAPK. En presencia de progesterona se ha 
observado una interacción directa entre al receptor de progesterona (PR) y el 
dominio SH3 de cSrc, la cual era necesaria y suficiente para la activación de cSrc y 
consiguiente activación de la vía ERK/MAPK. Además, este dominio de PR 
también interacciona con la subunidad reguladora p85 de PI3K y las kinasas Hck, 
Fyn y Crk (Boonyaratanakornkit et al., 2001). La progesterona también es capaz 
de activar la vía de c-Jun amino terminal kinasa (JNK), que desempeña un 
importante papel en la maduración de oocitos y en la embriogénesis en Xenopus 
laevis (Bagowski et al., 2001). Además de actuar sobre la transcripción génica, la 
regulación de la actividad de la cascada JNK constituye una alternativa mediante 
la cual esteroides y retinoides pueden controlar el destino celular y ejercer sus 
acciones farmacológicas como inmunosupresivos, anti-inflamatorios y 
antineoplásicos (Caelles et al., 1997).  
Además de ER y PR, el receptor de andrógenos (AR) también regula la 
rápida activación de la vía de señalización MAPK, mediante la interacción con 
cSrc (Migliaccio et al., 2000). Esta activación de ERK1/2 inducida por andrógenos, 
quedaba bloqueada en presencia del inhibidor de Src PP1 (Kousteni et al., 2001). 
Asimismo, se han descrito acciones rápidas de la aldosterona y la vitamina 
D3. La aldosterona produce un incremento de la resistencia vascular periférica y 
de la presión sanguínea en humanos tras la aplicación de 0.5 mg y en 3 minutos 
(Wehling et al., 1998). La 1α,25-(OH)2-vitamina D3 produce efectos rápidos 
sobre una gran variedad de sistemas, produce una rápida estimulación del 
transporte intestinal de calcio (Norman et al., 1997), así como una activación 
rápida de la proteína kinasa C (Wali et al., 1990; Sylvia et al., 1996; Sylvia et al., 
1998) y la MAPK (de Boland y Norman, 1998; Song et al., 1998). 
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4.2 Efectos no genómicos de los retinoides 
En los últimos años ha ido en aumento el interés por las acciones no 
genómicas de los retinoides y por los mecanismos a través de los cuales ejercen 
sus efectos. Al igual que para las hormonas esteroideas, concretamente los 
estrógenos, se ha visto una rápida activación de vías de señalización como las vías 
ERK y AKT/PKB, recientemente se han descrito mecanismos no genómicos de 
señalización por RA a través de sus receptores y en los que están implicadas 
varias vías de señalización intracelular. En células de leucemia promielocítica 
aguda, los niveles de AMPc aumentan pocos minutos después del tratamiento 
con ácido retinoico, fenómeno que no se observa en células resistentes a ácido 
retinoico. La inhibición de la proteína kinasa A, diana molecular del AMPc, 
bloquea parcialmente el efecto del RA sobre la transcripción y la diferenciación 
(Zhao et al., 2004). En estas células, se ha observado una regulación por RA de la 
actividad de la sulfatasa de esteroides (Hughes et al., 2006), y una activación de la 
kinasa p70S6 (Lal et al., 2005), a través de las vías de señalización de PI3K y 
MAPK. 
En células PC12 y cultivos primarios de células neurales, el tratamiento con 
RA produce una fosforilación rápida y sostenida de CREB y un incremento de la 
actividad transcripcional de este factor de transcripción. Esta activación requiere 
la previa estimulación de ERK que ocurre a los pocos minutos del tratamiento 
con el RA (Cañón et al., 2004). En células de neuroblastoma SH-SY5Y, el RA 
induce la activación de Rac1 y MAPK a través de la vía PI3K, mecanismo 
implicado en la diferenciación neuronal (Pan et al., 2005). El RA activa la 
producción de NO por fosforilación de eNOS en células de endotelio vascular, a 
través de la activación de PI3K por RAR (Uruno et al., 2005).  
En células HL60 y NIH-3T3, se ha observado una regulación de la vía de 
activación de ERK por RA (Antonyak et al., 2002). En este caso, los retinoides 
sorprendentemente se comportaban como los estrógenos, es decir, como 
hormonas proliferativas, comportamiento contradictorio con las funciones bien 
establecidas antiproliferativas y de diferenciación de los retinoides en estas y otras 
líneas celulares. 
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4.3 Vías de señalización intracelular implicadas en supervivencia y 
diferenciación neuronal 
Las neuronas requieren señales mediadas por factores de crecimiento para 
su supervivencia y proliferación. Muchas de las vías de señalización asociadas a 
factores de crecimiento están mediadas por receptores transmembrana que 
poseen un dominio tirosina kinasa intracelular: los receptores tirosina kinasa 
(RTK) (Zwick et al., 2002). Tras la unión de factores de crecimiento a estos 
receptores RTK, se activan señales corriente abajo asociadas a activación de las 
vías de señalización celular MAPK y PI3K/AKT (Kaplan y Miller, 2000; Huang y 
Reichardt, 2003). Estas vías son una de las más comprometidas en diversos 
cánceres, ya que su alteración libera a las células de la necesidad de factores de 
crecimiento externos para su proliferación y supervivencia.  
 
4.3.1 Descripción de la vía PI3K/AKT 
Las vías PI3K/AKT y MAPK (Raf/MEK/ERK) son un punto crucial en el 
cual convergen diversas señales de supervivencia celular (Kandel y Hay, 1999; 
Kaplan y Cooper, 2001). En las neuronas, la fosfatidilinositol-3-kinasa (PI3K) y 
su principal diana, la proteína kinasa B o AKT (PKB/AKT) median señales de 
supervivencia, diferenciación y proliferación neuronal (Zhou et al., 1998; Huang y 
Reichardt, 2001).  
PI3K es un complejo heterodimérico que comprende una subunidad 
reguladora de 85 kDa y una catalítica de 110 kDa que se encarga de la 
fosforilación de lípidos de inositol para generar 3-fosfoinositoles (PI: PI(3)P, 
PI(3,4)P2 y PI(3,4,5)P3). Éstos se unen a una gran variedad de moléculas de 
señalización, alterando su actividad y localización subcelular (Leevers et al., 1999). 
La regulación de la supervivencia por PI3K, en particular, está mediada por la 
activación de AKT (Dudek et al., 1997; Franke et al., 1997), la cual requiere su 
translocación a la membrana plasmática y la fosforilación en treonina 308 
(Thr308) y serina 473 (Ser473) (Scheid et al., 2002).  
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Las dianas de AKT son diversas y se han asociado a respuestas metabólicas 
y de supervivencia celular (Marte y Downward, 1997; Tanti et al., 1997). Los 
sustratos de AKT incluyen la inactivación de mediadores proapoptóticos (Bad, 
Bax, caspasa-9, factor de transcripción Forkhead, GSK- 3, p53) y la activación de 
proteínas antiapoptóticas (Bcl- 2, Bcl-xL, IAP y mTOR) (Dudek et al., 1997; 
Brunet et al., 2001), que en conjunto determinan las diversas funciones de la vía 
PI3K/AKT. 
La vía PI3K/AKT puede ser activada por gran número de hormonas de 
crecimiento, citoquinas y factores del entorno. Esta vía está asociada con 
supervivencia celular y patogénesis de gran número de enfermedades incluyendo 
cáncer (Franke et al., 2003).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Vía de señalización de PI3K. La activación de AKT por PI3K media la 
fosforilación de diversos sustratos involucrados en crecimiento celular, supervivencia, 
proliferación y apoptosis. Adaptado de Vivanco (Vivanco y Sawyers, 2002). 
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4.3.2 Descripción de la vía MAPK 
Las MAPK son enzimas conservadas evolutivamente. Responden a estrés 
físico y químico, controlando supervivencia y adaptación y están implicadas en 
procesos de crecimiento y diferenciación. Su actividad está regulada a través de 
cascadas compuestas por MAPK, MAPK kinasa, (MAPKK, MKK o MEK), y las 
MAPKK kinasa o MEK kinasas (MAPKKK o MEKK). En mamíferos existen 
tres grupos de MAPK: ERK, p38 y JNK. Las MAPK participan en multitud de 
procesos celulares como son diferenciación celular, motilidad, proliferación y 
apoptosis. ERK 1 y 2 se han relacionado preferentemente con proliferación y 
diferenciación, y JNK y p38, preferentemente con respuestas a estrés como 
inflamación y apoptosis, aunque hay excepciones, y tanto JNK como p38 pueden 
mediar proliferación (Schaeffer y Weber, 1999). 
La vía de señalización de ERK fue la primera vía de señalización de MAPK 
estudiada en mamíferos. La activación de la vía Ras/Raf/MEK/ERK gobierna 
los procesos de proliferación, diferenciación y supervivencia (Kolch, 2000). 
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El estudio de las acciones del ácido retinoico (RA) en células de 
neuroblastoma posee dos vertientes de interés. En primer lugar, el RA es una 
señal que desempeña un papel central en el desarrollo embrionario y la generación 
de diversos órganos y sistemas, incluyendo el sistema nervioso, y por lo tanto hay 
un interés científico en conocer los mecanismos moleculares por los cuales ejerce 
estas acciones. En segundo lugar, el RA y sus derivados sintéticos están siendo 
ensayados en terapia de enfermedades neoplásicas, debido a su capacidad de 
regular el crecimiento, la diferenciación y la supervivencia celular, con resultados 
clínicos muy relevantes, como en el caso del neuroblastoma. Sin embargo, los 
mecanismos moleculares por los que el RA ejerce sus acciones terapéuticas no 
han sido establecidos claramente. El objetivo general de la tesis propuesta es 
descifrar los mecanismos moleculares por los que el RA induce la diferenciación 
de células neurales, utilizando como sistema modelo células de neuroblastoma 
humano. 
El trabajo de esta tesis se inicia a partir de resultados previos obtenidos en 
el laboratorio que indican que la respuesta a la administración de RA no sólo se 
produce a nivel transcripcional, sino que también produce la activación de la ruta 
de señalización de PI3K/AKT (López-Carballo et al., 2002). Esta activación es 
necesaria para la inducción de la diferenciación por RA y pensamos que ocupa un 
lugar central en el control ejercido por RA sobre el crecimiento, diferenciación y 
supervivencia celular, por lo que proponemos su caracterización con más detalle. 
Teniendo en cuenta estas premisas, el objetivo general del presente trabajo 
es estudiar los aspectos mecanísticos de la activación de la vía de señalización de 
PI3K/AKT por RA. Para ello se plantean los siguientes objetivos concretos: 
 
1. Determinar si la activación de la vía de señales de PI3K/AKT se produce 
a través de un mecanismo no genómico. 
2. Comprobar si esta activación es exclusiva de células de neuroblastoma o 
es un fenómeno más general. 
 
 
 
 
 
 
-34- 
Objetivos
3. Establecer la implicación del Receptor Nuclear RAR en la activación de la 
vía de señalización de PI3K/AKT. 
4. Analizar el compartimento celular donde ocurre la activación de la vía 
PI3K por RA a través de RAR. 
5. Caracterizar los dominios de RAR involucrados en la activación de la vía 
de PI3K/AKT. 
6. Analizar posibles interacciones físicas entre el receptor RAR y algún 
componente de la vía de transducción de señal PI3K/AKT. 
7. Determinar si las acciones no genómicas del RA tienen consecuencias 
sobre los patrones de transcripción en células de neuroblastoma SH-SY5Y. 
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1. PRODUCTOS 
 
Los productos y reactivos empleados en el laboratorio fueron suministrados 
por las siguientes casas comerciales: Amresco, Biorad, Biotools, Gibco, Merck, 
Pharmacia, Prolabo, Promega, Pronadisa, Scharlau, Serva y Sigma. 
Los enzimas fueron suministrados por: Biotools, Fermentas, Invitrogen, 
New England Biolabs, Promega y Roche. Los cebadores empleados fueron 
adquiridos en Amersham Pharmacia Biotech, Genset Oligos y MWG. 
El material radiactivo empleado, [γ32P]-ATP y [α32P]-dCTP (10mCi/ml), 
fue suministrado por Amersham Pharmacia Biotech y New England Nuclear. 
 
2. CULTIVOS CELULARES 
 
2.1 Material 
El material de plástico utilizado en cultivos celulares fue suministrado por 
Sarstedt. Los medios de cultivo DMEM, suero bovino fetal (FBS), suero de 
ternera recién nacida (NCS), Tripsina EDTA, L-glutamina, y antibióticos fueron 
suministrados por Bio-Whittaker. El DMSO empleado para la congelación de las 
células se obtuvo de Sigma. 
La cicloheximida (CHX), actinomicina D (AMD), puromicina, cloroquina, 
polibreno, colchicina, nocodazol, citocalasina B, LY294002, el ácido todo-trans 
retinoico (RA), 9-cis-retinoico (9-c-RA), 13-cis-retinoico (13-c-RA), TTNPB, 
Am580 y N-(4-Hidroxifenil)-retinamida (4-HPR) se obtuvieron de Sigma. El 
inhibidor PP1 fue suministrado por Biomol Research labs, Inc. 
El AGN193109 (UVI2109) (Johnson et al., 1995), ALRT1550 (UVI2103) 
(Bennani et al., 1998) y LG100567 (UVI2104) (Zhang et al., 1996) fueron cedidos 
por el Dr. Angel R. de Lera (Universidad de Vigo). 
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Los diferentes compuestos fueron disueltos en etanol, DMSO o agua 
desionizada y se añadieron al medio de cultivo a las concentraciones indicadas. 
 
2.2 Líneas celulares 
SH-SY5Y 
Línea celular de neuroblastoma humano crecida en medio DMEM, 
suplementado con 10% de suero fetal bovino, 2 mM L-glutamina, 100 u/ml 
penicilina y 100 µg/ml estreptomicina. Esta línea fue amablemente cedida por la 
Dra. Carme Gallego (Universidad de Lérida). 
COS-7 
Línea celular de riñón de mono crecida en medio DMEM, suplementado 
con 10% de suero fetal bovino, 2 mM L-glutamina, 100 u/ml penicilina y 
100 µg/ml estreptomicina. Esta línea fue cedida por la Dra. Teresa Iglesias (IIB-
Madrid).  
BOSC23 
Línea celular de riñón embrionario humano derivada de la línea embrionaria 
de riñón humano productora de retrovirus 293T. Estas células han sido crecidas 
en medio DMEM, suplementado con 10% de suero fetal bovino, 2 mM L-
glutamina, 100 u/ml penicilina y 100 µg/ml estreptomicina. Esta línea fue cedida 
por el Dr. Vicente Andrés (IBV-Valencia). 
NIH-3T3 
Línea celular de fibroblastos de ratón crecida en medio DMEM, 
suplementado con 10% de suero de ternera recién nacida, 2 mM L-glutamina, 
100 u/ml penicilina y 100 µg/ml estreptomicina. Estas células fueron cedidas por 
el Dr. Piero Crespo (IIB-Madrid). 
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NIH-3T3-LacZ 
Línea celular NIH-3T3 transfectada establemente con el cDNA del gen que 
codifica para LacZ, cedida por el Dr. Antonio Díez (IBV-Valencia). Las 
condiciones de cultivo son las mismas que las de la línea NIH-3T3. 
NIH-3T3-RARα 
Línea celular NIH-3T3 transfectada establemente con el cDNA del gen que 
codifica para el receptor RARα. 
NIH-3T3-MyrRARα 
Línea celular NIH-3T3 transfectada establemente con el cDNA del gen que 
codifica para el receptor RARα unido a la secuencia Myr. 
MEF(RARαβγ)L-/L- 
Línea celular de fibroblastos embrionarios de ratón en la que existe una 
inactivación simultánea de los tres subtipos diferentes del receptor RAR (RARα, 
RARβ y RARγ) (Altucci et al., 2005). Estas células han sido crecidas en medio 
DMEM, suplementado con 10% de suero fetal bovino, 2 mM L-glutamina, 
100 u/ml penicilina y 100 µg/ml estreptomicina. Esta línea fue cedida por el Dr. 
Hinrich Gronemeyer (IGBMC-Estrasburgo). 
MEF(RARαβγ)L-/L--RARα 
Línea celular MEF(RARαβγ)L-/L--RARα transfectada establemente con el 
cDNA del gen que codifica para el receptor RARα. 
 
2.3 Tratamientos 
A las células consideradas control se les cambió el medio simultáneamente 
al cambio por medio tratado del resto de las placas. Los tratamientos con RA,    
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9-cis RA, 13-cis RA, TTNPB, AM580, 4-HPR, ALRT1550 y LG100567 se 
hicieron añadiendo el compuesto al medio DMEM completo a una concentración 
final de 1 µM.  
Los pretratamientos con los inhibidores Actinomicina D (1 µg/ml), 
Cicloheximida (10 µg/ml), PP1 (10 µM) y LY294002 (10 µM), se realizaron 
durante 30 minutos y a continuación se añadió directamente al medio completo 
1 µM RA. 
Los pretratamientos con colchicina (1 µM) y nocodazol (25 µM) se 
realizaron durante 2 horas antes del tratamiento con 1 µM de RA durante 10 
minutos. El pretratamiento con Citocalasina D se realizó durante 10 minutos y a 
continuación se añadió 1 µM de RA al medio completo. 
 
2.4 Mantenimiento y congelación de las células 
Todas las líneas celulares se han mantenido en un incubador a una 
temperatura de 37ºC en atmósfera húmeda con un 5% de CO2. Los diferentes 
tipos celulares se crecieron hasta una densidad de 80-90% en placas de 
100/150 mm y al cabo de 2-3 días, se les aspiró el medio, se lavaron con PBS 1X, 
se tripsinizaron y se diluyeron aproximadamente 1:5. 
Para conservar durante largo tiempo las líneas celulares, entre 1-3 millones 
de células se resuspendieron en 1.5 ml de medio de congelación frío (70% de 
DMEM, 20% de suero y 10% de DMSO) y fueron pasadas a un criotubo que se 
congeló lentamente hasta -80ºC y que finalmente se almacenó en contenedores de 
nitrógeno líquido. 
La descongelación de las células desde los contenedores de nitrógeno 
líquido se llevó a cabo sometiendo los criotubos a un baño de 37ºC hasta la 
descongelación de su contenido, que rápidamente se diluyó 10 veces en medio 
DMEM suplementado con 10% de suero para ser centrifugadas y resuspendidas 
en el medio de cultivo. 
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3. PLÁSMIDOS, CLONAJES Y SUBCLONAJES 
 
3.1 Plásmidos 
- pSG5: Vector de expresión utilizado para completar la cantidad necesaria 
de DNA en experimentos de transfección transitoria. 
- pSG5-RARα: Contiene el cDNA del gen que codifica para el receptor 
RARα subclonado en el plásmido pSG5. 
- pSG5-RARα390: Contiene el cDNA del mutante de deleción RARα390 
subclonado en el plásmido pSG5. 
- pCEFL-Myr-RARα: Contiene el cDNA de RARα insertado en el 
plásmido pCEFL. Al cDNA de RARα se le ha añadido una secuencia que 
codifica para los 21 aminoácidos de la señal de miristilación de c-Src de 
pollo (Cross et al., 1984). 
- pCEFL-Myr-RARα390: Contiene el cDNA del mutante de deleción     
Myr-RARα390 insertado en el plásmido pCEFL. 
- pCEFL-Myr-RARα345: Contiene el cDNA del mutante de deleción     
Myr-RARα345 insertado en el plásmido pCEFL. 
- pCEFL-Myr-RARα282: Contiene el cDNA del mutante de deleción     
Myr-RARα282 insertado en el plásmido pCEFL. 
- pCEFL-Myr-RARα206: Contiene el cDNA del mutante de deleción     
Myr-RARα206 insertado en el plásmido pCEFL. 
- pCEFL-Myr-RARα153: Contiene el cDNA del mutante de deleción     
Myr-RARα153 insertado en el plásmido pCEFL. 
- pCEFL-Myr-RARα(154-462): Contiene el cDNA del mutante de deleción 
Myr-RARα(154-462) insertado en el plásmido pCEFL. 
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- pBABE-RARα: Contiene el cDNA del gen que codifica para el receptor 
RARα insertado en el vector retroviral pBABE resistente a puromicina 
(Morgenstern y Land, 1990). 
- pBABE-Myr-RARα: Esta construcción contiene el cDNA de RARα unido 
a la secuencia Myr e insertado en el vector retroviral pBABE. 
- pBABE-LacZ: Contiene el cDNA de LacZ insertado en el vector 
retroviral pBABE. Fue cedido por el Dr. Antonio Diez (IBV-Valencia). 
- pEGFP-N1: Contiene el cDNA de la proteína GFP (green fluorescent protein). 
- pEGFP-RARα: Contiene el cDNA del gen codifica para el receptor 
RARα insertado en el vector de expresión pEGFP-C1. 
- Flag-MNAR: Vector de expresión de MNAR con un epítopo Flag. Fue 
proporcionado por el Dr. Boris Cheskis (Wyeth Research, Philadelphia, 
USA). 
En la figura 10 se representan los diferentes mutantes de deleción del 
receptor RARα.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Representación gráfica de los dominios del receptor 
RARα y de los diferentes mutantes de deleción. 
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3.2 Clonajes y subclonajes 
Las diversas construcciones utilizadas en los diferentes tipos de ensayos 
fueron generadas mediante procedimientos habituales en biología molecular, que 
brevemente se describen a continuación. 
Para la preparación del vector y del inserto, los fragmentos de DNA que no 
habían sido previamente clonados fueron amplificados, a partir de un plásmido 
preexistente, por PCR con cebadores específicos en cuyos extremos se añadieron 
dianas para los enzimas de restricción apropiados. Los fragmentos así 
amplificados fueron entonces digeridos con los enzimas de restricción pertinentes 
(Fermentas o Promega) y purificados a partir del kit Rapid PCR Purification System 
de Marligen Biosciences Inc. Cuando se trataba de transferir un inserto desde un 
vector a otro nuevo, el plásmido original se digirió con los enzimas de restricción 
adecuados y el inserto deseado se purificó a partir de geles de agarosa mediante el 
kit Rapid Gel Extraction System de Marligen Biosciences Inc. 
A continuación, la concentración de los fragmentos purificados, junto con 
la de los correspondientes vectores cortados y purificados de la misma manera (y 
sus extremos 5´ desfosforilados con fosfatasa alcalina si se habían linearizado con 
un sólo enzima de restricción), se determinó por comparación con un estándar en 
un gel de agarosa. Una vez establecidas las concentraciones de los diferentes 
insertos y vectores, estos se pusieron a ligar con T4 DNA ligasa (Fermentas), 
siendo la relación molar entre inserto y vector en la mezcla de ligación de 
aproximadamente 3:1 a favor del inserto. Las ligaciones se realizaron 
normalmente durante 3 horas a temperatura ambiente y se prepararon también 
ligaciones control que contenían solamente el vector. 
Posteriormente se utilizaron estas reacciones de ligación para transformar 
bacterias competentes DH5α por choque térmico (37ºC durante 20 segundos), 
tras lo cual fueron sembradas en placas de medio LB-agar con el antibiótico 
correspondiente para la selección de cada plásmido. Las placas se incubaron toda 
la noche a 37ºC y al día siguiente se prepararon cultivos líquidos de algunas de las 
colonias obtenidas en las placas correspondientes a las ligaciones. Tras 12-16 
horas de crecimiento, de los cultivos bacterianos se hizo la extracción de DNA 
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plasmídico mediante el kit Concert High Purity Plasmid Midiprep system de Gibco. En 
todos los casos los plásmidos fueron secuenciados con sus cebadores 
correspondientes para comprobar la pauta de lectura y la secuencia. 
 
4. ENSAYOS DE TRANSFECCIÓN 
 
Entre los métodos para introducir DNA plasmídico en células eucariotas, 
hemos utilizado la precipitación con fosfato cálcico y la electroporación. Esta 
adquisición de material genético por parte de la célula puede ser transitoria o 
estable. En el primer caso, el DNA tiene una situación extracromosómica y se 
pierde durante la división celular, mientras que en la transfección estable mediante 
una presión selectiva con antibiótico se consigue mantenerlo dentro 
constantemente. 
 
4.1 Transfecciones transitorias 
4.1.1 Precipitación con fosfato cálcico 
Las células se cultivaron en placas de 60 mm. La noche anterior al día de la 
transfección se pasaron las células, de modo que al día siguiente alcanzaran una 
confluencia entre 60-80%. Una hora antes de la transfección se cambió el medio 
de cultivo. Para la formación de los precipitados de DNA, en primer lugar se 
añadieron 75 µl/placa de 2X HBS (280 mM NaCl, 50 mM Hepes, 1.5 mM 
Na2HPO4 pH 7.02). A continuación se añadió 3 µg del DNA, y por último se 
añadieron 75 µl de 0.25 M CaCl2 y se permitió la formación de los precipitados 
durante 10 minutos a temperatura ambiente. La solución de los precipitados se 
añadió lentamente al medio y tras 8-14 horas se eliminó y se añadió nuevo medio 
de cultivo. Tras 24-48 horas, se realizó la extracción de proteínas y se llevó a cabo 
el análisis mediante western blot. 
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4.1.2 Electroporación 
Al igual que para la transfección por fosfato de calcio, se emplearon células 
en fase de crecimiento exponencial. Tras centrifugarlas durante 10 minutos a 
200g, se resuspendieron en DMEM suplementado con 0.5% FBS, se determinó el 
número de células y se centrifugaron durante 10 minutos a 200g. A continuación 
las células se resuspendieron en tampón de electroporación hipoosmolar 
(Eppendorf) a una concentración final de 1x106 células/ml. Para cada 
transfección se tomaron 400 µl de la suspensión de células, se mezclaron con 
2 µg del plásmido (o mezcla de plásmidos si se trataba de co-transfección) y se 
colocaron en una cubeta de electroporación de 2 mm (Eppendorf). Los 
parámetros de electroporación que se emplearon en el Multiporator de Eppendorf 
fueron 600V y 40µs. Después del pulso, las cubetas se mantuvieron durante 5 
minutos en hielo, y posteriormente las células se pasaron a una placa de cultivo de 
60 mm, en un volumen final de 4 ml de medio. Transcurridas 48 horas, se realizó 
la extracción de proteínas y se analizó mediante western blot la expresión del 
plásmido. 
 
4.2 Transfecciones estables 
 
4.2.1 Preparación de retrovirus recombinantes 
El proceso de obtención de retrovirus recombinantes se basa en la 
transfección  de un  vector retroviral  genómico que lleva  el gen de  interés en 
una estirpe celular, llamada empaquetadora, que expresa estable y 
constitutivamente los genes estructurales del retrovirus. Las células obtenidas 
producen partículas de virus que empaquetan el RNA que contiene la secuencia 
de interés. 
Una hora antes de la transfección se cambió el medio a las células 
empaquetadoras BOSC23 y se añadió 2,5 µM de cloroquina. Las células se 
transfectaron con fosfato cálcico, tal y como se indica en el apartado 4.1.1, y con 
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10 µg del vector retroviral (pBABE-RARα y pBABE-Myr-RARα) por placa. Al 
cabo de 10 horas de la transfección se cambió el medio a las células y se 
incubaron 48 horas hasta alcanzar confluencia. Transcurrido este tiempo se 
procedió a recoger el sobrenadante de las BOSC23, que contenía los retrovirus 
recombinantes. 
 
4.2.2 Infección de células NIH-3T3 
En un segundo paso, y ya obtenidos los retrovirus, se procedió a la 
infección de las células NIH-3T3, pasadas la noche anterior. Para ello, se filtró el 
sobrenadante de las BOSC23, se añadió a las NIH-3T3 junto con polibreno 
(800 µg/ml) y se incubó toda la noche. A la mañana siguiente, se cambió el medio 
por DMEM + 10% NCS y a las 48 horas se seleccionó un pool de células con 
puromicina (2,5 µg/ml). 
Como control se emplearon células infectadas con virus que contenían el 
gen LacZ, generosamente cedidas por el Dr. Antonio Díez (IBV-Valencia). 
 
5. ANÁLISIS DE RNA MEDIANTE NORTHERN BLOT 
 
5.1 Extracción de RNA 
Para la obtención del RNA total se empleó el método de extracción con 
isotiocianato de guanidina-fenol-cloroformo (Chomczynski y Sacchi, 1987). Una 
vez extraído, se comprobó la integridad del RNA mediante electroforesis en gel 
de agarosa al 1% en TAE. La concentración de RNA se estimó 
espectrofotométricamente por absorbancia a 260 nm, conservando las muestras 
alicuotadas a -80ºC hasta su utilización.  
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5.2 Electroforesis y Transferencia 
Las muestras de RNA total (15 µg) obtenidas de las células SH-SY5Y 
fueron desecadas y resuspendidas en tampón de carga (50% formamida, 17% 
formaldehido, 10% MOPS 10X y azul de bromofenol). Una vez desnaturalizadas 
a 68ºC durante 3 minutos las muestras fueron separadas por electroforesis en 
geles de agarosa-formaldehido y transferidas a membranas de nylon durante 16 
horas (Nytran N, Schleicher & Schuell) según protocolos estándar (Sambrook et 
al., 1989). El RNA se fijó a la membrana mediante irradiación con 120 mJ/cm2 de 
luz UV a 254 nm en un aparato Bio-Link BLX-254. Para comprobar la eficiencia 
de la transferencia, así como la igualdad de carga de los diferentes carriles, los 
filtros se tiñeron con 0.04 % azul de metileno en 0.3 M acetato sódico pH 5.5. 
 
5.3 Marcaje de la sonda 
Como sonda se empleó un fragmento de restricción que contiene el cDNA 
completo de RARβ humano. Se marcaron radiactivamente 10 ng del cDNA 
utilizando el Kit RadPrime DNA Labeling System de Invitrogen Life Technologies. 
El DNA marcado con [α32P]-dCTP se separó de los nucleótidos radiactivos no 
incorporados mediante cromatografía de filtración en gel Sephadex G-50 
(Amersham Pharmacia Biotech) en columnas preparadas en el laboratorio. La 
eficiencia de marcaje fue evaluada en un contador de centelleo. 
 
5.4 Hibridación y lavado de membranas 
Las membranas se prehibridaron a 65ºC, siguiendo una modificación del 
método de Church y Gilbert (Church y Gilbert, 1984), durante al menos 30 minutos 
en solución de hibridación (14% SDS, 500 nM fostato sódico pH 7.2, 1 mM 
EDTA) en un horno de rotación Combi-H de Finemould Precision Ind. Co. 
Posteriormente se añadieron 10 ml de solución de hibridación nueva y la sonda 
radioactiva (106 cpm/ml de solución de hibridación) previamente desnaturalizada 
a 95ºC durante 5 minutos. La hibridación se llevó a cabo durante al menos 16 
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horas a 65ºC. A continuación se lavaron los filtros con una solución 0.5X SSC, 
0.1% SDS durante 20-30 minutos a 65ºC. 
 
5.5 Autorradiografía 
Para detectar las señales radiactivas las membranas hibridadas se expusieron 
a una película autorradiográfica Konica X-Ray film AX (Sakura). Las exposiciones 
se hicieron a varios tiempos en casetes con pantallas intensificadoras a –80ºC. Las 
películas se revelaron en un aparato Curix-60 de Agfa. 
 
6. OBTENCIÓN DE PROTEÍNAS NUCLEARES 
 
Para obtener los extractos de proteínas nucleares las células se lavaron con 
PBS 1X frío y se levantaron con la ayuda de un rascador de células. Se 
centrifugaron y se resuspendieron en un tampón (60 mM KCl, 15 mM NaCl, 
20 mM Tris/HCl pH 8, 0.5 mM Spermidina, 0.15 mM Spermina, 2 mM EDTA, 
0.5 mM EGTA) al que se añadió antes de usar 0.5 mM β–mercaptoetanol y 0.3 M 
sacarosa. Luego se adicionó un volumen del mismo tampón con 0.5% Nonidet P-
40, se mezcló invirtiendo el tubo y se incubó en hielo durante 5 minutos. Se 
centrifugó a 1500g a 4ºC durante 10 minutos y se lavó con el tampón sin 
detergente. Posteriormente se volvió a centrifugar y el precipitado se resuspendió 
en tampón RIPA (50 mM Hepes pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EGTA, 0.5% 
Nonidet P-40) más 1% de deoxicolato sódico y 0.1% de SDS. Se agitó y se 
incubó durante 10 minutos en hielo. Finalmente se centrifugó a 14.300g a 4ºC 
durante 10 minutos. El sobrenadante resultante (extracto proteico nuclear) se 
guardó a -80ºC hasta su utilización. 
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7. ANÁLISIS DE PROTEÍNAS MEDIANTE WESTERN BLOT 
 
El análisis por Western Blot permite la inmunodetección de proteínas 
previamente separadas por SDS-PAGE y transferidas a una membrana de 
nitrocelulosa. 
 
7.1 Obtención de extractos de proteínas 
Para obtener los extractos totales de proteínas las células se lavaron con 
PBS 1X frío y se levantaron con la ayuda de un rascador de células. Se 
centrifugaron y se resuspendieron en un tampón RIPA (50 mM Hepes pH 7.4, 
150 mM NaCl, 1 mM EGTA, 0.5% Nonidet P-40) al que previamente se 
añadieron inhibidores de proteasas y fosfatasas (10 mM NaF, 10 µg/ml 
aprotinina, 10 µg/ml leupeptina, 100 µM PMSF, 1 mM ortovanadato sódico). 
Tras incubar el lisado 10 minutos en hielo, se centrifugó a 14.300g durante 10 
minutos a 4ºC y la concentración de proteínas en el sobrenadante se determinó 
mediante el método colorimétrico Bradford (Kit Biorad Protein Assay) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Todas las muestras se guardaron a -80ºC. 
 
7.2 Geles de acrilamida y transferencia a membrana 
Los geles de poliacrilamida-SDS para proteínas y la transferencia a 
membranas se hicieron según protocolos estándar (Sambrook et al., 1989). La 
separación de proteínas se realizó en minigeles de poliacrilamida al 10% en 
condiciones desnaturalizantes y con un gel empaquetador al 5%, que cumple la 
función de alinear las proteínas de la muestra antes de ser separadas. Las muestras 
se incubaron a 95ºC durante 8 minutos una vez diluidas con el tampón de carga 
(0.5 M Tris-HCl pH 6.8, 10% SDS, 10% glicerol, 50 mM DTT y azul de 
bromofenol) y la electroforesis se llevó a cabo durante 2 horas y 30 minutos a 
12mA constantes. A continuación, las proteínas se transfirieron mediante el 
sistema semiseco, con un aparato Trans blot SD semi-dry transfer cell de BioRad, a 
membranas de nitrocelulosa (Hybond ECL de Amersham Biosciences) durante 1 
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hora a 0.8 mA/cm2 con una fuente Power Pac 3000 de BioRad. Posteriormente se 
comprobó la eficiencia de la transferencia de proteínas por tinción reversible con 
rojo-Ponceau (0.5% rojo-ponceau, 1% ácido acético glacial). 
Para el análisis de proteínas de alto peso molecular, las proteínas se 
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa mediante un sistema de 
transferencia húmeda durante 1 h a 100V constantes utilizando el sistema Mini-
Protean TransBlot Cell de BioRad. 
 
7.3 Bloqueo e incubación con los anticuerpos 
Para evitar uniones inespecíficas entre el anticuerpo primario y las proteínas 
retenidas en la membrana, se realizó un bloqueo de esta última en una solución 
rica en proteínas (PBS 1X, 0.1% Tween 20, 5 % leche desnatada en polvo) 
durante al menos una hora con agitación y a temperatura ambiente. A 
continuación se incubó con el anticuerpo primario correspondiente diluido en 
solución de bloqueo (1:200-1:3500) durante 16 horas a 4ºC (Tabla 1). Después de 
tres lavados de 8 minutos a temperatura ambiente con PBS 1X, 0.1% Tween 20, 
la membrana se incubó con el anticuerpo secundario correspondiente conjugado 
con peroxidasa, disuelto en la solución de bloqueo (1:1000) durante 1 hora a 
temperatura ambiente. Posteriormente se hicieron tres lavados de 8 minutos con 
PBS 1X, 0.1% Tween 20 a temperatura ambiente. 
La detección de la señal se hizo por quimioluminiscencia (ECL y ECL-Plus 
de Amersham Biosciences) y la membrana fue expuesta a películas 
autorradiográficas Konica X-Ray film AX (Sakura) y revelada en un aparato 
Curix-60 de AGFA o adquirida mediante LAS-3000 de Fujifilm. 
Para reutilizar la membrana e incubarla con otros anticuerpos, ésta se 
sumergió en solución de stripping (62.5 mM Tris-HCl, pH 7.5, 100 mM 
β-mercaptoetanol y 2% SDS) a 55ºC durante 15 minutos en agitación suave, para 
eliminar la señal. Tras varios lavados con abundante PBS 1X, 0.1% Tween 20 a 
temperatura ambiente, las membranas fueron nuevamente bloqueadas e 
incubadas con otros anticuerpos. 
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Anticuerpo primario Origen Dilución Procedencia 
Akt 1/2 (N-19) cabra 1:1000 Santa Cruz 
β-Catenina ratón 1:500 BD Biosciences 
Caveolin-1 (N-20) conejo 1:500 Santa Cruz 
c-Src (N-16) conejo 1:500 Santa Cruz 
Erk2 conejo 1:1000 Santa Cruz 
Lamina A conejo 1:500 Cell Signaling 
PELP1/MNAR conejo 1:1000 Bethyl Laboratories, Inc 
Phospho-Erk (Tyr204) ratón 1:500 Santa Cruz 
Phospho-Akt (Ser473) conejo 1:500 Cell Signaling 
PI3 Kinase p85 conejo 1:3500 Upstate 
PI3 Kinase p110α conejo 1:500 Cell Signaling 
PI3 Kinase p110α ratón 1:10 Dra. Ana Clara Carrera 
RARα conejo 1:500 Cell Signaling 
RARα (C-20) conejo 1:500 Santa Cruz 
RARγ (M-454) conejo 1:500 Santa Cruz 
Anticuerpo secundario Conjugado Dilución Procedencia 
Anti-Rabbit IgG Peroxidasa 1:1000 Amersham Biosciences 
Anti-Mouse IgG Peroxidasa 1:1000 Jackson 
Anti-Goat IgG Peroxidasa 1:1000 Jackson 
Rabbit Trueblot  Peroxidasa 1:1000 eBioscience 
 
Tabla 1. Anticuerpos primarios y secundarios. Se indica el nombre del anticuerpo, el origen, la 
dilución empleada y su procedencia. 
 
8. FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR 
 
8.1 Aislamiento de membrana plasmática 
Las fracciones celulares y las preparaciones de membrana plasmática se 
aislaron siguiendo un método ya publicado con algunas modificaciones (Suzuki et 
al., 1989; Kim et al., 1996). Las células se lavaron con PBS 1X  frío y se 
levantaron con la ayuda de un rascador de células. Se centrifugaron y se 
resuspendieron en buffer TEDK (10 mM Tris-HCl pH 7.4, 0.3 M KCl, 1 mM 
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EDTA, 1 mM DTT) con inhibidores de proteasas (1 mM PMSF, 40 µg/ml 
leupeptina y 40 µg/ml aproptinina) y de fosfatasas (1 mM Na3VO3, 1 mM NaF). 
La suspensión se homogeneizó en un homogeneizador de émbolo y se sometió a 
centrifugación diferencial, primero a 200g 10 minutos para eliminar los restos 
celulares y después a 14.300g 20 minutos para obtener la fracción nuclear y 
mitocondrial, la cual se desechó. El sobrenadante entonces se centrifugó a 
100.000g 45 minutos en un rotor SW60 de la Ultracentrífuga Beckman y el pellet 
resultante (fracción microsomal) se resuspendió en 1.5 ml de sacarosa al 15% en 
TEDK y se añadió con cuidado para no romper la interfase de las diferentes 
capas, a un gradiente discontinuo de sacarosa al 30% y 45%. Este gradiente se 
centrifugó a 76.000g 3 horas y la interfase 15/30% (fracción de membrana 
plasmática), diluida con TEDK se centrifugó a 100.000g 1 hora. El pellet se 
resuspendió en TEDK con inhibidores de proteasas y fosfatasas, y se guardó a -
80ºC hasta su utilización. 
 
8.2 Aislamiento de lipid rafts 
Para aislar los microdominios de membrana resistentes a detergente (lipid 
rafts) de células NIH-3T3, se siguió un método de fraccionamiento en gradiente 
de sacarosa ya descrito (Brown y Rose, 1992; Cabrera-Poch et al., 2004) pero con 
algunas modificaciones. Para ello, partimos de 2 placas de 150 mm de células, que 
tras ser lavadas con PBS 1X frío, fueron resuspendidas en 500 ml de tampón de 
lisis frío (25 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0.25% Tritón 
X-100) con inhibidores de proteasas (1 mM PMSF, 40 µg/ml leupeptina y 
40 µg/ml aproptinina) y de fosfatasas (1 mM Na3VO3, 1 mM NaF). Tras un 
periodo de incubación de los lisados de 30 minutos a 4ºC, se ajustó la 
concentración de sacarosa al 41% y se depositó en el fondo de un tubo de 
centrífuga de 4 ml. Encima se añadieron 2.7 ml de sacarosa al 35% y 0.8 ml de 
sacarosa al 16%. Las diferentes concentraciones de sacarosa se realizaron con 10 
mM Tris-HCl pH 7.4. Este gradiente se centrifugó a 4ºC durante 18h a 160.000g 
en un rotor SW60 y se recogieron 10 fracciones de 0,4 ml, incluyendo el pellet en 
la fracción 10. Estas fracciones se precipitaron con 0.05% de deoxicolato sódico y 
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6.5% de ácido tricloroacético, se lavaron con acetona al 80% fría y se 
resuspendieron en tampón de carga (0.5 M Tris-HCl pH 6.8, 10% SDS, 10% 
glicerol, 50 mM DTT y azul de bromofenol). A continuación las muestras se 
analizaron por western blot. 
 
9. INMUNOPRECIPITACIÓN 
 
Para llevar a cabo las inmunoprecipitaciones, en primer lugar, las placas 
fueron puestas en hielo y las células se lavaron con PBS 1X frío y se levantaron 
con la ayuda de un rascador de células. Se centrifugaron y se resuspendieron en 
un tampón de lisis (50 mM Tris-HCl pH 8, 150 mM NaCl, 1% Nonidet P-40) al 
que previamente se añadieron inhibidores de proteasas (1 mM PMSF, 40 µg/ml 
leupeptina y 40 µg/ml aproptinina) y de fosfatasas (1 mM Ortovanadato sódico, 
1 mM NaF). Tras ser centrifugados a 14.300g durante 15 minutos a 4ºC, la 
concentración de proteínas en el sobrenadante se determinó mediante el método 
colorimétrico basado en el método Lowry (Kit Biorad DC Protein Assay) siguiendo 
las instrucciones del fabricante. Aproximadamente 150 µg del extracto de 
proteínas se utilizaron para cada reacción de inmunoprecipitación. 
 
En el caso de las inmunoprecipitaciones realizadas con los anticuerpos de 
conejo, p85-PI3K, p110-PI3K, y RARα se utilizó el kit Rabbit Trueblot de 
eBioscience. Mediante la utilización de este kit, se evita la detección de la cadena 
pesada (55kDa) y la cadena ligera (23kDa) de las IgG, y por tanto elimina la 
interferencia con la detección del anticuerpo de interés, en nuestro caso RARα, 
cuyo peso molecular (55kDa) coincide con las cadena pesada de las IgG. En 
primer lugar, los extractos fueron pre-aclarados con 30 µl de beads anti-rabbit 
IgG durante 30 minutos a 4ºC. A continuación, y tras eliminar la resina por 
centrifugación, los extractos se incubaron con 4 µg del anticuerpo específico 
durante 60 minutos en hielo. Como control, se realizaron reacciones paralelas con 
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un anticuerpo no relacionado. Los inmunocomplejos se precipitaron añadiendo 
50 µl de las beads anti-rabbit IgG a la suspensión y dejándola en rotación durante 
60 minutos a 4ºC. Posteriormente, los inmunoprecipitados se lavaron 3 veces con 
el tampón de lisis y se resuspendieron en tampón de carga (0.5 M Tris-HCl pH 
6.8, 10% SDS, 20% glicerol y azul de bromofenol) con 50 mM DTT recién 
preparado. Tras analizar las muestras por western blot, las membranas se 
incubaron con diferentes anticuerpos primarios, utilizando como anticuerpo 
secundario Rabbit TrueBlot conjugado con peroxidasa (eBioscience). Todas las 
membranas fueron reveladas por quimioluminiscencia (ECL de Amersham 
Biosciences), siguiendo las instrucciones del fabricante y analizadas con LAS-
3000  de Fujifilm. 
Para realizar las inmunoprecipitaciones con β-catenina, anticuerpo 
monoclonal de ratón, se empleó el kit ExactaCruzTMC de Santa Cruz. Este kit 
proporciona las mismas ventajas que el anterior y se empleó para 
inmunoprecipitaciones realizadas con anticuerpos monoclonales de ratón. En 
primer lugar, para la formación del complejo matriz-anticuerpo, se incubó una 
mezcla con 4 µg del anticuerpo, 50 µl de la matriz y 500 ml de PBS durante 60 
minutos a 4ºC en rotación. A continuación se centrifugó a 16.000g durante 30 
segundos a 4ºC y se lavó 2 veces con PBS. En paralelo, 150 µg de extracto de 
proteínas fueron pre-aclarados con 25 µl de la matriz durante 30 minutos. El 
sobrenadante que resultó de la centrifugación de este extracto se añadió a la 
matriz unida al anticuerpo obtenida anteriormente, y se incubó durante 60 
minutos a 4ºC en rotación. Tras la incubación, se centrifugaron los 
inmunoprecipitados a 16.000g durante 30 segundos, se realizaron varios lavados 
con el tampón de lisis y se resuspendieron finalmente en tampón de carga (0.5 M 
Tris-HCl pH 6.8, 10% SDS, 20% glicerol y azul de bromofenol) con 50 mM DTT 
recién preparado. En este caso, para la detección del anticuerpo primario, se 
utilizó el anticuerpo secundario Rabbit ExactaCruz (Santa Cruz). 
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10. ENSAYO DE ACTIVIDAD PI3-KINASA 
 
A partir de extractos totales de proteínas obtenidos de células SH-SY5Y, se 
realizaron inmunoprecipitaciones con los anticuerpos frente a RARα y p110α, de 
forma similar al procedimiento descrito en el apartado 9, pero con algunas 
modificaciones. En este caso se utilizó la proteína A/G PLUS-Agarosa como 
matriz y los dos últimos lavados de los inmunocomplejos se realizaron con un 
tampón sin detergente (10 mM HEPES pH 7.5 y 0.1 mM EGTA). 
Las reacciones se hicieron mezclando 20 µl de las inmunoprecipitaciones, 
20 µl de 0.5 mg/ml L-α fosfatidil-inositol (Sigma) en 10 mM HEPES pH 7.4, 
0.1 mM EGTA y 10 µl de 50 mM HEPES pH 7.4, 25 mM MgCl2 con 10 µCi de 
[γ32P]-ATP. Como control negativo se añadió en algunas muestras 30 µM de 
LY29004. Las reacciones se incubaron 20 minutos a 37ºC y se pararon 
adicionando 60 µl de 2 M HCl. Los lípidos se extrajeron con 100 µl de 
cloroformo:metanol (1:1). Se aplicó la fase orgánica a las placas de cromatografía 
en capa fina (Silica Gel 60 de Merck), pretratadas con 1% oxalato potásico en 
agua. La cromatografía en capa fina se llevó a cabo en cubetas de vidrio saturadas 
con cloroformo:metanol:amoniaco (9:7:2) y se dejó correr hasta que el frente 
alcanzó un 80% de la placa. 
Para detectar las señales radioactivas las placas de cromatografía en capa 
fina se expusieron a varios tiempos en casetes con pantallas de captura. La lectura 
de estas pantallas se efectuó en un analizador de imagen FLA-5000 de Fujifilm. 
 
11. MICROSCOPÍA CONFOCAL 
 
Los ensayos de inmunodetección de GFP se realizaron en la línea celular 
COS-7. Las células crecidas en placas de 6 pocillos (Cultek) sobre cubreobjetos de 
vidrio estériles se transfectaron con los plásmidos pEGFP-N1 y pEGFP-RARα. 
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Transcurridas 48 horas, las células se trataron con 1 µM de RA durante 10 
minutos. A continuación las células se lavaron con PBS 1X y se fijaron durante 30 
minutos a temperatura ambiente con paraformaldehido al 4%. Después se 
realizaron 4 lavados de 5 minutos con PBS 1X. A continuación, se procedió al 
montaje de los cubreobjetos sobre los portaobjetos con un medio especial de 
montaje para fluorescencia. Las preparaciones fueron examinadas y fotografiadas 
en un microscopio confocal invertido DM IRE2 de Leica. 
 
12. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE GENES CON CHIPS DE DNA 
 
Se prepararon 2 placas de células SH-SY5Y control y 2 placas de células 
tratadas con RA durante 6 horas. La preparación, marcaje e hibridación del RNA 
con los chips Affimetrix HG-U133A se realizaron según métodos validados por 
el fabricante. El RNA total fue preparado con TRIZOL (Invitrogen) y el kit 
RNAeasy mini de Quiagen. Para cada muestra se marcaron 2 µg de RNA con 
biotina-dUCP, mediante el kit de marcaje en un ciclo de Affymetrix. El cRNA 
biotinilado se hibridó al GeneChip HG-U133A. La hibridación, los lavados 
posteriores y la tinción del GeneChip se llevaron a cabo con la Fluidic Station 
automatizada de Affymetrix. La señal de la sonda se reveló con estreptavidina-
ficoeritrina y un anticuerpo contra estreptavidina marcado con biotina. La 
fluorescencia fue detectada con el Gene Scanner 3000 de Affymetrix. 
Los resultados fueron analizados utilizando el software Affymetrix Microarray 
Suite 5.0. Toda la parte experimental se llevó a cabo por el servicio de GeneChips 
de la Facultad de Medicina de la Universidad de Valencia. 
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1. Activación de la vía de señalización de PI3K/AKT y MAPKs 
ERK1/2 por RA a través de un mecanismo rápido no genómico en 
células SH-SY5Y 
 
Estudios previos de nuestro laboratorio habían determinado que el 
tratamiento con RA de células de neuroblastoma SH-SY5Y induce la activación 
de la vía de señalización de PI3K/AKT, y se postuló que la activación de PI3K 
por RA podría producirse a través de una acción no genómica (López-Carballo et 
al., 2002). 
Para estudiar el estado de activación de la ruta de señalización de 
PI3K/AKT, se analizó la fosforilación de la kinasa AKT (PKB), una de las 
principales dianas de PI3K, mediante western blot con un anticuerpo que 
reconoce específicamente la forma fosforilada en Serina 473. Como control la 
membrana se reincubó con el anticuerpo AKT, que reconoce tanto la forma 
fosforilada de AKT como la no fosforilada. Los resultados muestran que la 
activación de PI3K/AKT se produce muy rápidamente y ya es detectable tras 5 
minutos de tratamiento con RA (Figura 11). Esta activación se mantiene hasta los 
15 minutos y decae lentamente a partir de los 30 minutos hasta más allá de las 4 
horas de tratamiento. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. El RA induce la fosforilación de AKT en células de 
neuroblastoma. Western blot. Cada carril contiene 25 µg de extracto total de 
proteínas de células SH-SY5Y de neuroblastoma tratadas con 1 µM de RA a los 
tiempos que se indican en la figura. La membrana se incubó secuencialmente 
con el anticuerpo frente a AKT-P, y frente a AKT total (AKT).  
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Este incremento tan rápido en la fosforilación de AKT sugería fuertemente 
una acción no genómica como respuesta a la estimulación con RA. Para 
comprobarlo, se realizaron pretratamientos con Actinomicina D (inhibe la 
transcripción) y Cicloheximida (inhibe la síntesis de proteínas) 30 minutos antes 
de la adición del RA a las células. Como se muestra en la figura 12, la presencia de 
estos dos inhibidores no bloqueó la fosforilación de AKT inducida por RA, 
confirmando que la activación de PI3K/AKT por RA no requiere ni 
transcripción de nuevos genes ni proteínas de nueva síntesis, y por lo tanto se 
produce a través de un mecanismo no genómico. 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. La activación de PI3K/AKT por RA no require ni 
transcripción de nuevos genes ni proteínas de nueva síntesis. Western 
blot. Cada carril contiene 25 µg de extracto total de proteínas de células SH-
SY5Y de neuroblastoma pretratadas durante 30 minutos con 1 µg/ml de 
Actinomicina D (AMD) o 10 µg/ml de cicloheximida (CHX), y después 
tratadas con 1 µM de RA durante 10 minutos en presencia del inhibidor (+) 
o no tratadas con RA (-). La membrana se incubó secuencialmente con el 
anticuerpo frente a AKT-P y frente a AKT total (AKT).  
 
 
Las MAPKs están implicadas en la transducción de señales iniciadas por la 
unión de factores de crecimiento a sus receptores tirosina kinasa de la membrana. 
Estos factores inducen una fosforilación rápida y transitoria de las ERKs 
(Schlessinger, 2000). En algunos casos, estos factores de crecimiento son 
estímulos mitogénicos muy potentes e  
inducen, además de una primera fosforilación rápida de estas kinasas, una 
segunda onda de fosforilación más prolongada en el tiempo. 
 Puesto que el tratamiento con RA provocaba una rápida activación de la 
ruta de señalización de PI3K/AKT, se planteó la posibilidad de que también 
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produjera cambios en la fosforilación de las ERKs en células SH-SY5Y. Para 
abordar esto, se realizó western blot a partir de extractos de células SH-SY5Y 
tratadas con RA a diferentes tiempos y se utilizó un anticuerpo que reconoce 
específicamente las formas fosforiladas de ERK1 y ERK2 en Tirosina 204. Como 
control la membrana se reincubó con el anticuerpo ERK2, que reconoce tanto la 
forma fosforilada de ERK2 como la no fosforilada. En la figura 13 se muestra 
cómo la fosforilación de ERK aumenta considerablemente a los 5 minutos de 
tratamiento con RA y decae transcurridos 30 minutos del tratamiento. A los 120 
minutos vuelve a observarse una cierta elevación de los niveles de ERK-P, 
aunque menor que la observada a tiempos cortos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Activación rápida de la vía de señalización ERK1/2 por RA en 
células SH-SY5Y. Cada carril contiene 25 µg de extracto total de proteínas de células 
SH-SY5Y de neuroblastoma tratadas con 1 µM de RA a los tiempos que se indican en 
la figura. La membrana se incubó secuencialmente con el anticuerpo frente las formas 
fosforiladas de ERK1 y ERK2 (ERK-P) y frente a ERK total (ERK2). 
 
2. Activación de PI3K/AKT y fosforilación de las MAPKs ERK1/2 
inducida por RA en fibroblastos NIH-3T3 
 
A continuación se quiso comprobar si la activación de PI3K/AKT por RA 
es exclusiva de células de neuroblastoma o es un fenómeno más general. Para ello, 
se emplearon células NIH-3T3, que poseen niveles apreciables de RARγ (Figura 
14A). Como se observa en la figura 14B, las células NIH-3T3 respondieron al 
tratamiento con RA con un incremento rápido y transitorio de la fosforilación de 
AKT, presentando una activación máxima entre 5 y 15 minutos, y un descenso a 
30 minutos.  
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Figura 14. Activación de PI3K/AKT por RA en células NIH-3T3. A, Western 
blot. El carril contiene 25 µg de extracto total de proteínas de células NIH-3T3 y fue 
incubado con el anticuerpo específico frente al receptor RARγ. B, Western blot. Los 
carriles contienen 25 µg de extracto total de proteínas de células NIH-3T3 tratadas 
con 1 µM de RA a diferentes tiempos, tal y como se indica en la figura. La membrana 
se incubó secuencialmente con el anticuerpo frente a AKT-P, y con el anticuerpo 
frente a AKT total (AKT). 
 
 
Esta activación no está influida por la presencia de suero, ya que ocurre en 
células que se han ayunado previamente con 0.5% NCS durante 16 horas antes de 
la administración de RA (Figura 14B), como en células no ayunadas y mantenidas 
contínuamente en 10% NCS (Figura 15), si bien en este último caso el nivel basal 
de fosforilación de AKT es más elevado. 
Para comprobar si la activación de la ruta PI3K/AKT por RA en estas 
células se producía a través de un mecanismo no genómico, como el descrito para 
células de neuroblastoma en el apartado anterior, se realizaron una serie de 
pretratamientos con inhibidores, previos a la estimulación con RA. Como se 
muestra en la figura 15, ni el inhibidor de la transcripción, actinomicina D, ni el 
de la síntesis de proteínas, cicloheximida, bloquearon la activación de AKT por 
RA. Dado que la interacción de la Tirosina Kinasa Src con el receptor de 
estrógenos ER es necesaria para la activación de la vía de MAPK (Migliaccio et 
al., 2000), se analizó si la inhibición de Src provocaba cambios en la activación de 
la vía de señalización de PI3K por RA. Como se observa en la figura 15, la 
inhibición de la Tirosina Kinasa Src por su inhibidor específico PP1 no modificó 
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el estado de activación de PI3K por RA. Como era previsible, la fosforilación de 
AKT inducida por RA requiere la actividad de PI3K, y fue inhibida por su 
inhibidor específico LY294002.  
 
 
 
 
 
 
Figura 15. La activación de PI3K/AKT en células NIH-3T3 por RA no requiere ni 
transcripción de nuevos genes ni proteínas de nueva síntesis. Western blot. Los 
carriles contienen 25 µg de extracto total de proteínas de células NIH-3T3 pretratadas 
durante 30 minutos con 10 µM de PP1, 1 µg/ml de Actinomicina D (AMD), 10 µg/ml de 
cicloheximida (CHX), o 10 µM de LY294002 (LY) y después tratadas con 1 µM de RA 
durante 15 minutos en presencia del inhibidor (+) o no tratadas con RA (-). La membrana 
se incubó secuencialmente con el anticuerpo frente a AKT-P y frente a AKT total (AKT).  
 
A continuación se comprobó si la vía de señalización de ERK1/2 también 
respondía al tratamiento por RA en estas células no neurales. Como se observa en 
la figura 16, las células NIH-3T3 respondieron al tratamiento con RA con un 
rápido incremento de la fosforilación de ERK. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Activación rápida de la vía de señalización de ERK1/2 por 
RA en células NIH-3T3. Western blot. Cada carril contiene 25 µg de 
extracto total de proteínas de células NIH-3T3 ayunadas previamente con 
0.5% NCS durante 16 horas antes de la administración de 1 µM de RA a 
los tiempos indicados en la figura. La membrana se incubó 
secuencialmente con el anticuerpo frente a las formas fosforiladas de 
ERK1 y ERK2 (ERK-P), y con el anticuerpo frente a ERK total (ERK2). 
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3. Implicación del Receptor Nuclear RAR en la activación de 
PI3K/AKT 
 
Se han descrito una variedad de acciones rápidas no genómicas mediadas 
por hormonas esteroides y por señales mediadas por receptores nucleares, 
consistentes en la regulación de señalización intracelular (Losel et al., 2003; Levin, 
2005). En esta última década existe una gran controversia sobre la implicación de 
los receptores nucleares de hormonas en este tipo de acciones. Existen evidencias 
que sugieren que en estas acciones podrían estar implicados otro tipo de 
receptores, como el receptor intracelular trasmembrana acoplado a proteína G 
denominado GPR30 (Filardo et al., 2002; Revankar et al., 2005). Sin embargo, 
cada vez existen más evidencias de que son los receptores nucleares de hormonas 
los responsables de las acciones no genómicas de las hormonas esteroides, 
especialmente para el receptor de estrógenos (ER) (Migliaccio et al., 1996; 
Chambliss et al., 2002; Razandi et al., 2004). Dada la implicación de receptores 
nucleares en vías de señalización, se quiso establecer la participación del receptor 
nuclear RAR en la activación de la vía de señalización de PI3K/AKT.  
 
3.1 Ensayos de sobreexpresión 
Lo primero que se hizo fue establecer si la sobreexpresión de RARα 
afectaba a la activación de PI3K/AKT. Para ello, se generó una línea de células 
NIH-3T3 que sobreexpresaba el receptor RARα, a través de un vector retroviral, 
y se hicieron tratamientos con RA a diferentes tiempos. Como muestra la figura 
17, la sobreexpresión de RARα, no resulta en una mayor activación de AKT por 
RA, sino que incluso se reduce, en relación a la activación por RA que se produce 
en la línea control 3T3-LacZ. Aunque parezca sorprendente, no se produce 
mayor activación de PI3K aunque exista mayor cantidad de RARα, lo que podría 
estar indicando un posible paso limitante o saturable en la activación de la vía 
PI3K/AKT. 
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Figura 17. Sobre-expresión de RARα en células NIH-3T3. Western 
blot. Los carriles contienen 25 µg de extracto total de proteínas de la línea 
clelular 3T3-RARα y de 3T3-LacZ, tratadas con 1 µM de RA a los tiempos 
indicados en la figura. La membrana se incubó secuencialmente con el 
anticuerpo frente a AKT-P, frente a AKT total (AKT) y frente a RARα. 
 
 
Para seguir estudiando la implicación de RAR en la vía de activación de 
PI3K/AKT se utilizaron células COS-7, que poseen niveles endógenos muy bajos 
del receptor RAR (Berkenstam et al., 1992). Como se observa en la figura 18A, 
tras el tratamiento de estas células con RA se observa una respuesta muy débil en 
la fosforilación de AKT. Sin embargo, tras la transfección transitoria de un vector 
de expresión para el receptor RARα, se vio un aumento de la capacidad del RA 
de activar la vía de PI3K/AKT (Figura 18B).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18. Activación de PI3K/AKT en células COS-7 transfectadas con RARα. A, Western 
blot. Cada carril contiene 25 µg de extracto total de proteínas de células COS-7 tratadas con 1 µM de 
RA a diferentes tiempos indicados en la figura. La membrana se incubó secuencialmente con el 
anticuerpo frente a AKT-P y frente a AKT total. B, Western blot. Cada carril contiene 25 µg de 
extracto total de proteínas de células COS-7 transfectadas con un vector de expresión para RARα, y 
tratadas (+) o no tratadas (-) posteriormente con 1 µM de RA durante 10 minutos. La membrana se 
incubó secuencialmente con el anticuerpo frente a AKT-P, con el anticuerpo frente a AKT total 
(AKT) y con el anticuerpo frente a RARα. 
Tiempo (min)
Tiempo (min)
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Como se puede observar, este aumento de los niveles de P-AKT en 
presencia de RA no es muy elevado, en comparación con los niveles de RARα 
que se alcanzan en estas células. 
 
3.2 Ensayos farmacológicos 
La activación de la vía PI3K/AKT ocurría cuando se aplicaban tratamientos 
de RA a dosis farmacológicas (1 µM). Para comprobar si esta activación se 
producía a dosis más cercanas a las fisiológicas, se llevaron a cabo unos 
tratamientos en células SH-SY5Y con concentraciones crecientes de RA (0.01-
5 µM). En la figura 19 se puede observar como a una concentración de 10 nM de 
RA se da un aumento en la fosforilación de AKT, respecto al control, y como 
este aumento se mantiene en los otros tratamientos de mayor concentración de 
RA. Es decir, la activación de la vía PI3K/AKT ocurre a concentraciones de RA 
compatibles con la Kd obtenida para el receptor RAR, en el rango nanomolar 
(Yang et al., 1991). 
 
 
 
 
 
 
Figura 19. La activación de la vía PI3K/AKT ocurre a concentraciones 
de RA compatibles con la kd del receptor RAR. Western blot. Cada 
carril contiene 25 µg de extracto total de proteínas de células SH-SY5Y 
tratadas con concentraciones crecientes de RA durante 15 minutos, tal y 
como se indica en la figura. La membrana se incubó secuencialmente con el 
anticuerpo frente a AKT-P y frente a AKT total (AKT). 
 
Lo siguiente que se estudió fue analizar el efecto de diferentes agonistas del 
RAR sobre la activación de la vía PI3K/AKT. Como se observa en la figura 20, 
tanto los isómeros de RA, 9-cis-RA y 13-cis-RA, como los retinoides sintéticos 
TTNPB, Am580, fenretinida (4-HPR), ALRT1550 y LG100567 fueron capaces 
de activar la fosforilación de AKT en Ser473, lo que constituye una evidencia 
farmacológica de la implicación de RAR en la activación de PI3K/AKT. 
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Figura 20. Activación de PI3K/AKT por diferentes agonistas de RAR. Western blot. Cada 
carril contiene 25 µg de extracto total de proteínas de células de neuroblastoma tratadas durante 10 
minutos con 1 µM de todo-trans-RA (RA), 9-cis-RA (9c-RA), 13-cis-RA (13c-RA), TTNPB, Am580, 
N-(4-Hydroxyphenyl)-retinamida (fenretinida, 4-HPR), ALRT1550 y LG100567. La membrana se 
incubó secuencialmente con el anticuerpo frente a AKT-P y frente a AKT total (AKT). 
 
Sorprendentemente el tratamiento con el antagonista AGN193109 no 
bloqueó la activación de PI3K por RA o TTNPB (Figura 21A), sino más bien se 
comportó como un agonista, dado que, por sí solo fue capaz de activar la vía 
PI3K/AKT. Como control, se realizó un Northern blot con RNA de células 
tratadas con RA en presencia del antagonista AGN193109. Como se observa en 
la figura 21B, AGN193109 evitó la activación transcripcional de RARβ, uno de 
los principales genes regulados por RA en células de neuroblastoma SH-SY5Y. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 21. Efecto del antagonista transcripcional de RAR AGN193109 sobre la activación de 
PI3K por agonistas del RARα. A, Western blot. Cada carril contiene 25 µg de extracto total de 
proteínas de células de neuroblastoma tratadas durante 10 minutos con 0.5 µM RA (RA), 0.5 µM 
TTNPB (TTNPB), 0.5 µM RA y 5 µM AGN193109 (RA+AGN), 0.5 µM TTNPB y 5 µM 
AGN193109 (TTNPB+AGN), y 5 µM AGN193109 (AGN). La membrana se incubó 
secuencialmente con el anticuerpo frente a AKT-P, y con el anticuerpo frente a AKT total (AKT). B, 
Northern blot. Cada carril contiene 15 µg de RNA total extraído de células SH-SY5Y tratadas con 
0.5 µM RA (RA), o 0.5 µM RA y 5 µM AGN193109 (RA+AGN) durante 24 h. El blot fue hibridado 
con una sonda específica de RARβ (3 Kb). El ARN ribosómico 28s se muestra como control de carga 
en el blot teñido con azul de metileno. 
A B
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Por tanto, parece que AGN193109 presenta un perfil disociado, 
comportándose como antagonista transcripcional y como agonista para la 
activación de la vía de PI3K/AKT.  
 
3.3 Ensayos en células MEF(RARαβγ)L-/L- 
Como muestran los resultados del apartado 1 y 2, células que poseen niveles 
apreciables de receptor RAR, como las células de neuroblastoma SH-SY5Y y las 
células NIH-3T3, muestran una activación de la vía PI3K en presencia de RA. 
Por el contrario, en células COS-7 que poseen niveles endógenos de RAR muy 
bajos, observamos una respuesta muy débil en la activación de PI3K por RA. Sin 
embargo, tras la transfección transitoria de RARα, incrementa marcadamente la 
capacidad de RA de activar la vía de PI3K/AKT. Del mismo modo, no 
esperaríamos activación de la vía PI3K al utilizar una línea celular en la que no 
hubiera expresión endógena del receptor RAR. Por ello, se utilizó la línea celular 
de fibroblastos MEF(RARαβγ)L-/L- (Altucci et al., 2005) proveniente de 
embriones de ratón en los que existe una inactivación simultánea de los genes que 
codifican los subtipos del receptor RAR (RARα, RARβ y RARγ), y se analizó el 
estado de activación de la ruta de señalización de PI3K/AKT en presencia de RA. 
Para ello, se realizó western blot a partir de extractos totales de células 
MEF(RARαβγ)L-/L- tratadas con RA a diferentes tiempos y utilizamos un 
anticuerpo que reconoce específicamente la forma fosforilada de AKT. Como 
control positivo de activación de PI3K, se emplearon extractos de células 
MEF(RARαβγ)L-/L- estimuladas durante 10 minutos con 10% de suero tras un 
ayuno de 16 horas con medio DMEM + 0.5% de suero. Tal y como se observa 
en la figura 22, en estas células que carecen del receptor RAR, el RA no fue capaz 
de activar la vía de señalización de PI3K/AKT. 
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Figura 22. El RA no induce activación de la vía PI3K en células 
MEF(RARαβγ)L-/L- Cada carril contiene 25 µg de extracto total de proteínas 
de células MEF(RARαβγ)L-/L- tratadas con 1 µM de RA a los tiempos indicados 
en la figura. La membrana se incubó secuencialmente con el anticuerpo frente a 
AKT-P y frente a AKT total (AKT); (SE, células MEF(RARαβγ)L-/L- 
estimuladas durante 10 minutos con 10% suero tras un ayuno de 16 horas). 
 
 
La falta de RAR resulta en la pérdida de la capacidad de activar la vía de 
PI3K por RA. La demostración de la implicación del receptor RAR requiere que 
la re-expresión de RAR resulte en la recuperación de esa capacidad. Para ello, se 
generó una línea estable de células MEF(RARαβγ)L-/L- que sobreexpresaba el 
receptor RARα, a través de un vector retroviral, y se hicieron tratamientos con 
RA a diferentes tiempos. Como muestra la figura 23, la sobreexpresión de RARα, 
incrementó marcadamente la capacidad del RA de activar la vía de PI3K/AKT. 
Esto corroboraba las evidencias anteriores de la implicación de RAR en la 
activación de la vía PI3K. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23. Sobre-expresión de RARα en células MEF(RARαβγ)L-/L--RARα. Western 
blot. Los carriles contienen 25µg de extracto total de proteínas de la línea clelular 
MEF(RARαβγ)L-/L- y de MEF(RARαβγ)L-/L--RARα, tratadas con 1µM de RA a los tiempos 
indicados en la figura. La membrana se incubó secuencialmente con AKT-P, AKT y RARα. 
Tiempo (min)
Tiempo (min)
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3.4 La actividad PI3K está asociada al receptor RAR en presencia de RA  
Para más confirmación de la implicación del receptor RAR en la activación 
de la vía PI3K/AKT, se estudió si el tratamiento con RA de células SH-SY5Y 
daba lugar a una asociación física entre la actividad PI3K y el receptor RARα. 
Para ello, se llevaron a cabo reacciones de inmunoprecipitación con el anticuerpo 
RARα, con las que se realizó un ensayo kinasa in vitro, en el que se cuantifica la 
generación de fosfatidilinositol-3-fosfato a partir de fosfatidilinositol y [γ-32P]-
ATP. En la figura 24 se puede observar generación de fosfatidilinositol-3-fosfato 
tanto en el caso de los extractos inmunoprecipitados con la subunidad p110-
PI3K, como en el caso de extractos inmunoprecipitados con RARα en presencia 
de RA. Estos resultados, pues, parecen indicar que existe una asociación física 
entre el receptor RAR y la actividad PI3K, pero únicamente en presencia de RA.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24. Asociación física en presencia de RA entre el receptor RARα y 
la actividad PI3K en células SH-SY5Y. Se presenta un detalle de la 
autorradiografía de la placa de cromatografía en capa fina, donde se observa la 
generación de fosfatidilinositol-3-fosfato (PIP) in vitro. 150 µg de proteínas de 
extractos totales de células SH-SY5Y, tratadas (+) o no tratadas (-) con 1 µM de 
RA durante 10 minutos, se incubaron con 5 µg del anticuerpo RARα o 
p110-PI3K. Como control, se realizaron en paralelo reacciones de 
inmunoprecipitación con un anticuerpo no relacionado (n.r.). Los 
inmunocomplejos se precipitaron con proteína A/G PLUS-Agarosa 
realizándose, a continuación, ensayos kinasa, tal y como se describe en el 
apartado de Material y Métodos. Los datos numéricos de actividad se 
obtuvieron mediante cuantificación de la señal con el analizador de imagen 
FLA-5000 Fujifilm. 
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4.- Papel de la localización intracelular de RARα en la activación 
de la vía PI3K/AKT 
 
4.1 Localización de RAR en la membrana plasmática mediante fusión al 
dominio de Miristilación de c-Src 
Una de las paradojas de las acciones no genómicas de los Receptores 
Nucleares es que han de iniciarse en la membrana plasmática, mientras que el 
receptor, como su nombre indica, es de localización nuclear. Hay evidencias que 
apoyan la idea de que una pequeña sub-población (en torno al 1-2% para el ER 
(Razandi et al., 1999)) de receptores podría estar localizada en la membrana 
plasmática, y podría ser responsable de este tipo de acciones no genómicas 
(Capiati et al., 2002). Nosotros pensamos que quizás el paso limitante comentado 
en el apartado 3.1 pudiera ser la presencia del RAR en la membrana plasmática. Se 
desconoce también si la unión del ligando puede desempeñar un papel en la 
translocación del receptor nuclear a la membrana plasmática. Para analizar esta 
cuestión, se generaron receptores quiméricos que contenían una señal de 
localización en la membrana plasmática (señal de miristilación de Src), con el 
objetivo de dirigir ectópicamente al receptor RARα a la membrana plasmática. 
En células NIH-3T3 se generó una línea estable que sobreexpresaba el 
receptor Myr-RARα, mediante un vector retroviral. Como control se utilizó la 
línea 3T3-RARα, que expresa el receptor RARα (ver apartado 3.1). Para 
comprobar la localización de la proteína de fusión, se realizó un experimento de 
fraccionamiento celular en células 3T3-RARα y 3T3-Myr-RARα. En la figura 25 
se puede observar la distribución de RARα en ambos tipos de células 
transfectadas. En ambos tipos celulares, la mayoría de RARα está en la fracción 
nuclear, como era de esperar. En las células 3T3-Myr-RARα se detectan 
cantidades notables de RARα en la fracción microsomal y en la membrana 
plasmática, que no se detectan en la línea 3T3-RARα. 
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Figura 25. Localización intracelular del RARα y Myr-RARα en células NIH-3T3 
transfectadas. Western blot de células 3T3-RARα y 3T3-Myr-RARα. Los carriles 
contienen 8 µg de los diferentes extractos proteicos obtenidos por fraccionamiento 
subcelular de las células NIH-3T3 transfectadas: extracto total, proteínas de la fracción 
nuclear, de membrana plasmática y de fracción microsomal. La membrana se incubó 
con un anticuerpo específico frente al receptor RARα. 
 
 
4.2 La proteína de fusión Myr-RARα se localiza en microdominios de la 
membrana plasmática (lipid rafts) 
Dado que los lipid rafts son microdominios considerados como plataformas 
donde confluyen tanto receptores de membrana como sus sistemas efectores 
facilitando su interacción y consiguiente señalización, se estudió la posible 
localización del receptor RAR y Myr-RAR en estos microdominios de membrana. 
Tradicionalmente la presencia de proteínas en lipid rafts ha sido analizada 
aprovechando la característica de los rafts de ser insolubles en detergentes no-
iónicos, pudiendo ser así aislados por flotación en un gradiente de sacarosa. Esta 
fue la técnica que se utilizó para aislar lipid rafts de células NIH-3T3 (Cabrera-
Poch et al., 2004), pero con algunas modificaciones. Para ello se lisaron células 
NIH-3T3 que sobreexpresaban RARα y Myr-RARα con tampón que contenía 
0.25% Tritón X-100. Los lisados fueron centrifugados 18 h en frío en un 
gradiente de sacarosa, y se recogieron 10 fracciones de 0.4 ml. Como se puede 
observar en la figura 26, la caveolina 1, residente en rafts, se localiza 
mayoritariamente en las fracciones 2 y 3. La proteína de fusión MyrRARα, sí se 
localiza en rafts en células NIH-3T3. Por el contrario, se observa que en células 
que sobreexpresan el receptor RARα, éste se acumula en las fracciones de alta 
densidad. 
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Figura 26. La proteína de fusión Myr-RARα se localiza en microdominios de la 
membrana plasmática (lipid rafts). Western blot de células NIH-3T3 que 
sobreexpresan RARα y Myr-RARα. Los lisados celulares fueron fraccionados por 
gradiente de sacarosa. Se recogieron 10 fracciones de 0.4 ml (fracciones 1-10) tal y 
como se describe en el apartado de Material y Métodos. La membrana se incubó con un 
anticuerpo específico frente a RARα y después con un anticuerpo frente a caveolina-1 
(cav1) para la detección de las fracciones que contienen lipid rafts de baja densidad. 
 
 
 
4.3 La expresión dirigida de RARα en la membrana plasmática incrementa 
la activación de la vía de señal PI3K/AKT 
Tras comprobar que esta proteína de fusión MyrRARα se localizaba 
parcialmente en la membrana plasmática, se analizó su potencial de activar la vía 
de señalización de PI3K/AKT. Se realizaron transfecciones transitorias en células 
COS-7 con los vectores de expresión pCEFL-RARα y pCEFL-Myr-RARα. 
Como muestra la figura 27, la fosforilación de AKT se incrementa muy 
notablemente en las células transfectadas con Myr-RARα, respecto las 
transfectadas con RARα. Sorprendentemente, en Myr-RARα la adición de RA no 
resulta en un incremento de la fosforilación de AKT, como en el caso de RARα. 
Esto indicaba que la localización del receptor RARα en la membrana plasmática 
incrementa su capacidad de activar la vía de señalización de PI3K/AKT. Sin 
embargo, una vez el RAR está localizado en la membrana plasmática, no parece 
requerir de la unión del ligando para activar PI3K. 
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Figura 27. Efecto de la localización del receptor RARα en la 
activación de PI3K/AKT. Western blot. Cada carril contiene 25 
µg de extracto de proteínas de células COS-7 transfectadas 
transitoriamente con un plásmido vector, con el plásmido 
pCEFL-RARα o con el plásmido pCEFL-Myr-RARα, en 
presencia (+) o ausencia (-) de 1 µM de RA. La membrana se 
incubó secuencialmente con el anticuerpo frente a AKT-P, AKT 
total (AKT), y RARα para comprobar la correcta transfección. 
 
 
4.4 La unión de RA induce la translocación del receptor RARγ a la 
membrana plasmática 
En vista de los resultados anteriores, se planteó la hipótesis de que el RA 
pudiera jugar un papel en la localización del receptor en la membrana plasmática. 
Para analizar en más detalle esto, se estudió la localización del receptor endógeno 
RARγ en células NIH-3T3 tratadas con RA mediante experimentos de 
fraccionamiento celular. Los resultados mostraron que, aunque la mayoría del 
receptor estaba localizado en el núcleo al igual que en las células NIH-3T3 que 
sobreexpresaban RARα y Myr-RARα, el tratamiento con RA producía un 
incremento muy notable de la presencia de RARγ en las fracciones de membrana 
(tanto fracción microsomal como fracción de membrana plasmática) (Figura 28). 
Esto sugería que la unión del RA inducía la translocación de RARγ a la membrana 
plasmática. 
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Figura 28. El receptor RAR es translocado a membrana plasmática en 
células NIH-3T3 tratadas con RA. Western blot. Los extractos totales, 
fracción nuclear, fracción microsomal y fracción de membrana plasmática se 
obtuvieron mediante gradientes de sacarosa tal y como se describe en el 
apartado de Material y Métodos. Se cargaron cantidades iguales de extractos 
proteicos de células tratadas con 1 µM de RA durante 10 minutos (+) que de 
células no tratadas (-). La membrana se incubó secuencialmente con el 
anticuerpo frente a RARγ, caveolina-1 (Cav1) y lamina A (LamA). (n.d., no 
realizado). 
 
 
4.5 Análisis de la localización intracelular de RAR mediante fusión con 
GFP y microscopía confocal 
El gen de la GFP (green fluorescent protein) ha sido de gran utilidad en el 
estudio de la localización intracelular de numerosas proteínas. Esto se consigue 
mediante la construcción de genes quiméricos formados por el gen de la GFP 
fusionado al gen de la proteína de interés. Con este sistema tratamos de 
comprobar mediante microscopía confocal la localización de RARα en 
membrana plasmática observada en los experimentos de fraccionamiento 
subcelular. Una vez generada la fusión GFP-RARα, se realizaron transfecciones 
transitorias en células COS-7 y se examinaron mediante microscopía confocal. 
Los resultados de este análisis mostraron que, aunque en la mayoría de células 
transfectadas, el receptor RARα presentaba una distribución nuclear, en una 
minoría de células también se podía observar sobre la zona de membrana 
plasmática (Figura 29B).  
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Figura 29. Localización intracelular e inmunodetección de la proteína de fusión GFP-
RARα en células COS-7. A, Representación gráfica de la fusión de GFP en el extremo N-
terminal de la proteína RARα. B, Microscopía confocal de las células COS-7 transfectadas con el 
plásmido pEGFP-RARα. C, Western blot. Cada carril contiene 25 µg de extracto de proteínas 
de células COS-7 transfectadas transitoriamente con el plásmido pCEFL-RARα o con el 
plásmido pEGFP-RARα. La membrana se incubó con el anticuerpo específico frente al receptor 
RARα.  
 
 
 
Sin embargo, no se observó un efecto claro de la adición de RA sobre la 
localización del receptor RAR en la membrana plasmática. Como comprobación 
de la correcta expresión de la proteína de fusión GFP-RARα en las células COS-7, 
se realizó western blot a partir de extractos de células COS-7 transfectadas con el 
plásmido pCEFL-RARα o con el plásmido pEGFP-RARα (Figura 29C). 
 
4.6 La desorganización del citoesqueleto afecta a la activación de 
PI3K/AKT por RA 
La translocación de RAR a la membrana plasmática debería implicar a 
componentes del citoesqueleto. Analizamos si la disrupción del citoesqueleto 
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mediante inhibidores específicos tiene influencia en la activación de PI3K/AKT 
por RA en células SH-SY5Y. Para ello, se realizaron una serie de pretratamientos 
en células de neuroblastoma con Colchicina o Nocodazol (inhibidores de 
microtúbulos) o Citocalasina B (inhibidor selectivo de microfilamentos de actina), 
antes de ser tratadas con 1 µM de ácido retinoico durante 10 minutos. Como se 
muestra en la figura 30, ninguno de los inhibidores del ensamblaje de 
microtúbulos, colchicina o nocodazol, bloquearon la activación de la vía de 
PI3K/AKT por RA. En cambio, las células tratadas con citocalasina B, que 
desorganiza el esqueleto de actina, aunque presentaban un mayor nivel basal de 
fosforilación de AKT en células no tratadas con RA, éste no se veía aumentado 
tras la administración de RA. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 30. La activación de la vía PI3K/AKT por RA es inhibida por 
agentes que desorganizan el esqueleto de actina. Western blot. Los 
carriles contienen 25 µg de extracto total de proteínas de células SH-SY5Y 
pretratadas durante 120 minutos con 1 µM de colchicina y 25 µM de 
nocodazol, y durante 10 minutos con citocalasina B. A continuación, las 
células fueron tratadas con 1 µM de RA durante 10 minutos en presencia del 
inhibidor (+) o no tratadas con RA (-). La membrana se incubó 
secuencialmente con el anticuerpo frente a AKT-P y AKT total (AKT). 
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5. Localización del dominio responsable de la activación de 
PI3K/AKT en el receptor nuclear RAR 
 
5.1 El dominio C-terminal de RAR es necesario para la activación de la vía 
de señal PI3K/AKT 
Para caracterizar el dominio de RAR implicado en la activación de la vía de 
PI3K/AKT, se aprovechó la capacidad de Myr-RARα de activar dicha vía 
independientemente de la presencia de su ligando y se preparó una serie de 
mutantes de deleción de distintos dominios del receptor RAR. En la figura 31 se 
muestra un esquema de la organización funcional del receptor RARα, Myr-RARα 
y de los 3 mutantes de deleción, Myr-RARα(2-153), Myr-RARα(154-462) y      
Myr-RARα(2-390). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 31. Capacidad de las diferentes construcciones de RARα de activar la vía 
PI3K/AKT. A la izquierda de la figura se muestra una representación gráfica de los 
dominios del receptor RARα y de los diferentes mutantes de deleción. A la derecha se 
observa la capacidad de estos mutantes de RARα de activar (+) o no (-) la fosforilación de 
AKT, en presencia o ausencia de 1 µM de RA durante 10 minutos. 
 
 
Se realizaron transfecciones transitorias en células COS-7 con los vectores 
de expresión para cada una de estas construcciones, y a continuación se trataron 
RARα - +
Myr-RARα ++ ++
Myr-RARα (2-153) - -
Myr-RARα (154-462) ++ ++
Myr-RARα (2-390) ++ ++
-RA +RA
Fosforilación de AKT
A/B C D E FSrc-Myr
A/B C D E F
A/B CSrc-Myr
D E FSrc-Myr
A/B C D ESrc-Myr
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las células con RA. La figura 31 representa un resumen de los resultados 
obtenidos en estos experimentos.  
Como se ha descrito en la figura anterior, la transfección de Myr-RARα 
produce un incremento notable de la fosforilación de AKT, pero se pierde la 
capacidad de regulación por RA. Los experimentos con los mutantes              
Myr-RARα(2-153) y Myr-RARα(154-462) demuestran que la mitad C-terminal del 
RAR (dominios DEF) está implicada en la activación de la vía PI3K/AKT, 
aunque independientemente de la presencia de RA. 
Reforzando esta última idea, el mutante Myr-RARα(2-390), que deleciona el 
dominio F y las hélices 12 y 11 del dominio E y no tiene capacidad de unir RA 
(Pratt et al., 1990; Kruyt et al., 1992; Tate et al., 1994), es capaz de activar la 
fosforilación de AKT. 
 
5.2 Mapeo por deleción de la región de RAR implicada en la activación de 
la vía de señal de PI3K/AKT 
 
Dado que la mitad C-terminal del receptor RAR estaba implicada en la 
activación de la vía PI3K/AKT, se planteó caracterizar más detalladamente qué 
zona de la región comprendida entre los aminoácidos 154 y 390 del RARα era la 
responsable de tal activación. La capacidad de activación de la vía de PI3K 
independientemente de la presencia de ligando, que le confiere la señal de 
localización Myr al receptor Myr-RAR, nos ha permitido caracterizar más 
detalladamente la región del receptor implicada en la activación de la vía de 
PI3K/AKT. Se generaron distintas construcciones con nuevos mutantes de 
deleción de Myr-RARα. La figura 32 es una representación gráfica de los 
mutantes de deleción de la región C-terminal, Myr-RARα(2-153), Myr-RARα(2-
206), Myr-RARα(2-282), Myr-RARα(2-345), Myr-RARα(2-390) y del receptor 
Myr-RARα. 
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Figura 32. Esquema de los mutantes de 
deleción en el C-terminal de Myr-RARα. 
Esquema de los diferentes mutantes de 
deleción de RARα que se clonaron en el 
vector de expresión pCEFL. 
 
 
La capacidad de activación de PI3K/AKT de estos mutantes se estudió 
mediante experimentos de transfección transitoria en células COS-7. Como se 
puede observar en la figura 33, los mutantes de deleción de la región 
comprendida entre 462-282 presentaban unos niveles similares de fosforilación de 
AKT. Sin embargo, al delecionar la región entre los aminoácidos 206 y 282 de 
RARα, la fosforilación disminuía drásticamente, lo que sugería la implicación de 
esta región en la activación de la vía de señalización de PI3K/AKT. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 33. Capacidad de activación de PI3K/AKT de los diferentes mutantes 
de deleción de RARα. Western blot. Cada carril contiene 25 µg de extracto total 
de proteínas de células COS-7 transfectadas con vectores de expresión para cada 
una de las deleciones de RARα, pCEFL, pCEFL-Myr-RARα462, pCEFL-Myr-
RARα(2-390), pCEFL-Myr-RARα(2-345), pCEFL-Myr-RARα(2-282), pCEFL-Myr-
RARα(2-206) y pCEFL-Myr-RARα(2-153). La membrana se incubó 
secuencialmente con el anticuerpo frente a AKT-P y AKT total (AKT). 
Deleciones Myr-RARα
462A/B C D E FSrc-Myr
390A/B C D ESrc-Myr
345A/B C D ESrc-Myr
282A/B C D ESrc-Myr
206A/B C D ESrc-Myr
153A/B CSrc-Myr
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En esta región del extremo C-terminal, que incluye las hélices H3, H4 y H5 
de la estructura tridimensional de RAR, se localiza un motivo muy conservado en 
todos los miembros de la superfamilia de los Receptores Nucleares de Hormonas 
(Wurtz et al., 1996) (Figura 34). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 34. Alineamiento de las secuencias aminoacídicas de la región que contiene las hélices 
H3, H4 y H5 de diferentes receptores nucleares. A la izquierda de la figura se muestra un listado 
de los diferentes receptores alineados. Los números que se encuentran dentro de los recuadros de 
color gris corresponden al aminoácido inicial y final de la secuencia alineada de cada receptor. 
Adaptado de Wurtz (Wurtz et al., 1996). 
 
 
 
6. Interacciones entre el receptor RARα y las subunidades de PI3K 
 
Los resultados del apartado 3.4 (Figura 24) sugieren que el mecanismo de 
activación de la vía PI3K/AKT implica una asociación entre RAR y PI3K. Por 
ello se planteó estudiar las interacciones entre RAR y las subunidades de PI3K. 
6.1 Interacción entre RARα y la subunidad reguladora p85 de PI3K 
Con el objetivo de establecer si existe una interacción física entre RAR y la 
subunidad reguladora p85 de PI3K, se realizaron ensayos de inmunoprecipitación 
en células SH-SY5Y. A partir de extractos totales de proteínas de células de 
neuroblastoma tratadas con RA y no tratadas, se inmunoprecipitó con un 
anticuerpo específico frente RARα. 
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Figura 35 Interacción entre RARα y p85-PI3K en células SH-SY5Y. Western blot. 150 µg de 
proteínas de extractos totales de células SH-SY5Y, tratadas (+) o no tratadas (-) con 1 µM de RA 
durante 10 minutos, se incubaron con 5 µg del anticuerpo RARα (Figura 34A) o con 5 µg del 
anticuerpo p85-PI3K (Figura 35B). Como control, se realizaron en paralelo reacciones de 
inmunoprecipitación con un anticuerpo no relacionado (n.r.). Los inmunocomplejos se precipitaron 
utilizando las beads anti-rabbit IgG (eBioscience) siguiendo las instrucciones del fabricante, y se 
resuspendieron en tampón de carga con 50mM DTT. La membrana se incubó con anticuerpos frente 
a p85-PI3K y RARα, utilizando como anticuerpo secundario Rabbit Trueblot (eBioscience). Notar la 
migración anómala de RARα (aprox. 50 KDa) en los carriles de inmunoprecipitados, debido a una 
comigración con la cadena pesada de las IgG (aprox. 50 KDa), la cual en su forma reducida no se 
detecta con los anticuerpos secundarios TrueBlot. 
 
 
Tal y como se observa en la figura 35, existe una interacción física 
constitutiva entre RARα y la subunidad reguladora p85 de PI3K en células SH-
SY5Y, que se puede observar tanto en las inmunoprecipitaciones realizadas con el 
anticuerpo frente al receptor RAR como en las realizadas con el anticuerpo frente 
a la subunidad p85-PI3K 
Sorprendentemente, esta asociación entre RARα y p85 se observa 
independientemente de la presencia de RA, y se puede detectar en extractos 
nucleares (Figura 36). 
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Figura 36. Interacción entre RARα y p85-PI3K en extractos nucleares de 
células SH-SY5Y. Western blot. Se incubó 150 µg de proteínas de extracto nuclear 
de células de neuroblastoma con 5 µg del anticuerpo p85-PI3K. Como control, se 
realizó en paralelo una reacción de inmunoprecipitación con un anticuerpo no 
relacionado (n.r.). Los inmunocomplejos se precipitaron como se indica en la leyenda 
de la figura 35. La membrana se incubó con anticuerpos frente a RARα y p85-PI3K, 
utilizando como anticuerpo secundario Rabbit Trueblot (eBioscience). Notar la 
migración anómala de RARα (aprox. 50 KDa) en los carriles de inmunoprecipitados, 
debido a una comigración con la cadena pesada de las IgG (aprox. 50 KDa), la cual en 
su forma reducida no se detecta con los anticuerpos secundarios TrueBlot. 
 
 
6.2 La asociación de p110 al complejo RAR-p85-PI3K es dependiente de 
ligando 
En el experimento de inmunoprecipitación realizado con RARα (Figura 35) 
se observó la asociación de p110-PI3K al receptor RARα inducida por RA tras 
procesar de nuevo la membrana con el anticuerpo frente a la subunidad p110. 
Resultados similares fueron obtenidos cuando se realizaron las 
inmunoprecipitaciones utilizando el anticuerpo frente a la subunidad catalítica 
p110 de PI3K (Figura 37). Estos resultados, en conjunto con los del apartado 
anterior, sugieren que la unión de RA al receptor RAR regula diferencialmente su 
interacción con las subunidades de PI3K, de modo que, mientras que RAR 
interacciona establemente con la subunidad reguladora p85-PI3K, tanto en 
presencia como en ausencia de RA, la asociación con la subunidad catalítica p110-
PI3K se incrementa notablemente tras la adición del ligando. 
 
 
Extracto nuclear
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Figura 37. El tratamiento con RA incrementa la asociación de p110-PI3K al complejo RARα-
p85-PI3K en células SH-SY5Y.  Western blot. 150 µg de proteínas de extractos totales de células 
SH-SY5Y, tratadas (+) o no tratadas (-) con 1 µM de RA durante 10 minutos, se incubaron con 5 µg 
del anticuerpo RARα (Figura 37A) o con 5 µg del anticuerpo p110-PI3K (Figura 37B). Como control, 
se realizaron en paralelo reacciones de inmunoprecipitación con un anticuerpo no relacionado (n.r.). 
Los inmunocomplejos se precipitaron como se indica en la leyenda de la figura 35. La membrana se 
incubó secuencialmente con anticuerpos frente a p85-PI3K, RARα, y p110-PI3K (Figura 37A) o 
frente a RARα, p85-PI3K y p110-PI3K (Figura 37B) utilizando como anticuerpo secundario Rabbit 
Trueblot (eBioscience). Notar la migración anómala de RARα (aprox. 50 KDa) en los carriles de 
inmunoprecipitados, debido a una comigración con la cadena pesada de las IgG (aprox. 50 KDa), la 
cual en su forma reducida no se detecta con los anticuerpos secundarios TrueBlot. 
 
 
 
6.3 La interacción entre p85-PI3K y RAR no parece ser directa 
Dado que los resultados mostrados en el apartado 6.2 sugieren una 
interacción entre la subunidad p85-PI3K y el receptor RAR, lo siguiente que se 
determinó fue si se trataba de una interacción directa o no. Para llevar a cabo 
esto, se realizaron ensayos de co-transfección en células COS-7 con los vectores 
de expresión para RARα y p85-PI3K. Transcurridas 48h de las transfecciones, se 
hicieron inmunoprecipitaciones con anticuerpos contra p85-PI3K. Como 
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muestran los resultados de la figura 38, no existe una interacción entre RARα y 
p85-PI3K, lo cual estaría indicando que RARα y la subunidad p85-PI3K no 
interaccionan directamente sino que forman parte de un complejo de señalización 
en el que están implicadas otras proteínas, que favorecerían el ensamblaje del 
complejo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 38. La interacción entre RARα y p85-PI3K no es directa. Western blot. Células 
COS-7 co-transfectadas transitoriamente con vectores de expresión para p85-PI3K y para 
RARα. Se incubó 150 µg de proteínas de extractos totales con 5 µg del anticuerpo p85-
PI3K. Como control, se realizó en paralelo una reacción de inmunoprecipitación con un 
anticuerpo no relacionado (n.r.). Los inmunocomplejos se precipitaron como se indica en la 
leyenda de la figura 35. La membrana se incubó con anticuerpos frente a RARα y p85-
PI3K, utilizando como anticuerpo secundario Rabbit Trueblot (eBioscience).  
 
 
6.4 Ensayo de proteínas candidatas 
Dado que en la interacción entre la subunidad p85-PI3K y el receptor RAR 
intervienen otras proteínas que facilitan la formación del complejo de 
señalización, se planteó estudiar la composición de dicho complejo. Para ello se 
buscó en la literatura posibles proteínas candidatas que presentaran interacciones 
con RAR y p85-PI3K. 
En primer lugar nos planteamos estudiar la proteína MNAR (modulator of 
nongenomic activity of the estrogen receptor), proteína descrita como corregulador del 
receptor nuclear de estrógenos (ER). Se ha visto que la proteína MNAR 
interacciona con ER y con AR activando la vía de señalización de cSrc y 
MAPK/ERK (Wong et al., 2002; Unni et al., 2004). A pesar de que no se ha 
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descrito interacción con el receptor RAR, la elevada conservación entre los 
miembros de la superfamilia de los Receptores Nucleares de Hormonas, hace 
factible dicha interacción. Por otro lado, se ha descrito que MNAR también 
interacciona con la subunidad p85-PI3K (Vadlamudi et al., 2005). Por ello, se 
estudió si existía una interacción entre MNAR, y el receptor RAR o la subunidad 
p85-PI3K. Para ello, se realizaron experimentos de co-transfección en células 
COS-7 con los vectores de expresión para MNAR, p85-PI3K y RARα, y después 
se realizaron inmunoprecipitaciones para ver las posibles interacciones. Tal y 
como se muestra en la figura 39, en nuestras condiciones no se observó ninguna 
interacción del receptor RARα o de p85-PI3K con la proteína MNAR. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 39. La proteína MNAR no interacciona con RARα ni con p85-PI3K. 
Western blot. Células COS-7 co-transfectadas transitoriamente con vectores de 
expresión para p85-PI3K, RARα y MNAR. Se incubó 150 µg de proteínas de 
extractos totales de células tratadas (+) o no tratadas (-) con 1 µM de RA durante 10 
minutos, con 5 µg del anticuerpo RARα o p85-PI3K. Los inmunocomplejos se 
precipitaron como se indica en la leyenda de la figura 35. La membrana se incubó 
con anticuerpos frente a MNAR y p85-PI3K, utilizando como anticuerpo 
secundario Rabbit Trueblot (eBioscience). (TF: transfección). 
 
 
Otra proteína candidata a participar en la formación del complejo de 
señalización fue la β-catenina, de la cual se había descrito su interacción in vitro 
con RAR (Easwaran et al., 1999) y asociación con p85-PI3K (Espada et al., 2005). 
Esta proteína ha sido encontrada en tres compartimentos celulares distintos: en 
membrana (formando parte del complejo de adhesión celular), en citoplasma 
(libre o asociada a proteínas de la vía de señalización de Wnt) o en el núcleo 
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(unida a factores de transcripción de la familia Tcf/LEF) (Hlsken y Behrens, 
2000). Por este motivo, se propuso estudiar posibles interacciones entre esta 
proteína, RARα y p85-PI3K. Para abordar esto, se realizaron ensayos de 
inmunoprecipitación de extractos de proteínas de células SH-SY5Y utilizando 
anticuerpos específicos frente a la β-catenina y RARα. Los resultados del western 
blot se muestran en la figura 40, y como se puede apreciar se detecta asociación 
entre β-catenina y RARα.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 40. Interacción de β-catenina y RARα. Western blot. 150 µg de proteínas de 
extractos totales de células SH-SY5Y, tratadas (+) o no tratadas (-) con 1 µM de RA 
durante 10 minutos, se incubaron con 5 µg del anticuerpo β-catenina y RARα. Los 
inmunocomplejos se precipitaron como se indica en la leyenda de la figura 35. La 
membrana se incubó con anticuerpos frente a β-catenina y RARα. 
 
 
Cuando se realizaron experimentos de co-transfección en células COS-7 
con los vectores de expresión para β-catenina, p85-PI3K y RARα, se observó una 
interacción marginal entre la proteína β-catenina y p85-PI3K, y entre β-catenina y 
RARα. Sin embargo, en las células COS-7 transfectadas con los 3 vectores de 
expresión no se observó formación del complejo RARα-p85-PI3K, sino más bien 
sugería que la presencia conjunta de β-catenina, RARα y p85 entorpecía su 
interacción (Figura 41). 
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Figura 41. La proteína β-catenina no favorece la formación del 
complejo RARα-p85-PI3K. Western blot. Células COS-7 co-transfectadas 
transitoriamente con vectores de expresión para p85-PI3K, RARα y β-
catenina. Se incubó 150 µg de proteínas de extractos totales, con 5 µg del 
anticuerpo RARα o p85-PI3K. Los inmunocomplejos se precipitaron como 
se indica en la leyenda de la figura 35. La membrana se incubó con 
anticuerpos frente a β-catenina (β-CAT) y p85-PI3K.  
 
 
 
7. Estudio de patrones de expresión génica mediante chips de 
DNA 
 
A través de las vías de señalización se controla la regulación de factores de 
transcripción y con ello la regulación de genes. Nuestro objetivo es determinar si 
las acciones sobre las vías de señalización tienen efectos transcripcionales y 
contribuyen a la respuesta génica que genera el RA. Para probar esta hipótesis, se 
empleó la tecnología de microarrays de DNA. Se analizaron los perfiles de 
expresión génica de células de neuroblastoma SH-SY5Y control y células tratadas 
con ácido retinoico durante 6 horas. Este es un tiempo intermedio entre las 
acciones clásicas y las acciones rápidas del RA, de forma que podemos detectar 
tanto genes regulados directamente por el receptor RAR como genes regulados 
por vías de señalización. Para definir estos cambios transcripcionales se empleó el 
GeneChip U133A de Affymetrix, que permite analizar la expresión de más de 
22.000 sondas entre las que se encuentran 18.400 mRNAs correspondientes a 
17.500 genes humanos (Figura 42). 
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Figura 42. Imagen escaneada de un microarray hibridado (A) y 
ampliación (B). La presencia de mayor intensidad de color corresponde 
con una mayor intensidad de hibridación. 
 
Para cada condición experimental, células control y células tratadas con RA, 
se llevaron a cabo dos réplicas (C1, C2, RA1, RA2). Se realizaron comparaciones 
1 a 1 entre los 4 grupos experimentales (C1/RA1, C2/RA1, C1/RA2 y C2/RA2) 
y únicamente aquellos genes cuyos niveles de mRNA aumentaron o disminuyeron 
de la misma forma en 3 de las 4 comparaciones se consideraron como genes con 
una expresión diferencial. Se obtuvieron valores por encima del umbral (P), en al 
menos uno de los 4 chips, en 13.989 genes.  
El análisis de los datos se llevó a cabo utilizando el programa GeneChip 
Expression Analysis (Affymetrix Microarray Suite 5.0), con el cual se determina si el 
gen está presente o ausente y si el nivel de expresión en la muestra experimental 
está significativamente aumentado o disminuido con respecto a la muestra 
control. Los valores netos de expresión fueron transformados a log2 como índice 
de cambio en la expresión génica (log Ratio). Para considerar que un gen 
presentaba diferencias de expresión entre control y tratadas con RA, se consideró 
cambio de expresión cuando los ratios de las intensidades eran superiores a 0.75 
(log2 ratio ≥ 0.75) o inferiores a -0.75 (log2 ratio ≤ 0.75). Es decir, como se 
trabajaba en logaritmo en base 2, se seleccionaron aquellos genes cuyo nivel de 
expresión fue al menos 1.68 veces superior (regulados positivamente) o 1.68 
veces inferior (regulados negativamente), respecto al control.  
Se encontraron un total de 82 genes regulados, de ellos 63 regulados 
positivamente y 19 regulados negativamente.  
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En las siguientes páginas se muestran las tablas de resultados del análisis de 
microarrays de cDNA. La tabla 2 muestra los genes regulados negativamente por 
RA y la tabla 3 los genes inducidos o regulados positivamente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 2. Genes reprimidos o regulados negativamente por RA 
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Tabla 3. Genes inducidos o regulados positivamente por RA 
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Tabla 3 (Cont.). Genes inducidos o regulados positivamente por RA 
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Tabla 2, y 3. Genes expresados diferencialmente por RA en células SH-SY5Y obtenidos 
utilizando el GeneChip U133A de Affymetrix. En la tabla se indica de izquierda a derecha: 
número de identificación de Affimetrix (ID Affymetrix), presencia (P) o ausencia (A) del gen en el 
control 1 (C1), control 2 (C2), ácido retinoico 1 (R1), ácido retinoico 2 (R2). En las 
comparaciones, los genes pueden estar inducidos (I), reprimidos (R) o sin cambio (NC). Las 
últimas columnas muestran el nombre del gen (símbolo), la media y la desviación estándar (S.D.) 
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Resultados 
La consulta de la base de datos de “HUGO Gene Nomenclature 
Committee”, http://www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature/index.html sirvió como 
apoyo para la clasificación de estos genes según las funciones biológicas que 
desempeñan. Los resultados de este análisis se muestran en la figura 43. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 43. Análisis funcional del total de genes expresados diferencialmente en 
células tratadas con RA durante 6 horas frente a las células control. 
 
 
 En las siguientes páginas se muestran diversas tablas de resultados del 
análisis, en las que se han clasificado, según su función biológica, los genes 
regulados positivamente (en color azul) y negativamente por RA (en color rojo) 
con respecto a los valores control. 
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Resultados 
1. Factores de transcripción 
 
SÍMBOLO NOMBRE 
OTROS 
NOMBRES
OBSERVACIONES 
MAFB 
v-maf 
musculoaponeurotic 
fibrosarcoma homolog B 
Kreisler 
Interviene en el desarrollo antero-
posterior del Sistema Nervioso. 
Regulado por ERK 
HOXD3 Homeobox D3 HOX4A Interviene en la morfogénesis, 
migración e invasión 
HOXD4 Homeobox D4 HOX4B Interviene en la morfogénesis 
HOXD9 Homeobox D9 HOX4 Interviene en la morfogénesis 
RARA Retinoic acid Receptor, 
alpha 
NR1B1 
Regulación directa por RAR, 
elemento DR2 
RARB Retinoic acid Receptor, 
beta 
NR1B2 
Regulación directa por RAR, 
elemento DR5 
PCGF1 polycomb group ring 
finger 1 
NSPC1 
Expresado en SNP derivado de 
cresta neural 
TLX2 T-cell leukemia 
homeobox 2 
HOX11L1, 
NCX 
Homeobox expresado en cresta 
neural y SNP 
MYST4 
MYST histone 
acetyltransferase 
(monocytic leukemia) 4 
MORF 
ZnF; Acetil transferasa de 
histonas. Co-activador/co-
represor. Neurogénesis 
ZFP36L2 zinc finger protein 36, 
C3H type-like 2 
 
ZnF; Immediate Early gene, 
regulado por EGF o PMA 
SNAI2 snail homolog 2 
(Drosophila) slug 
Regulado por vías de señal anti-
apoptóticas y mitógenos 
SREBF1 
sterol regulatory element 
binding transcription 
factor 1 
SREBP1 
Expresión regulada por AKT 
kinasa 
FOXC1 Forkhead box protein C1 FKHL7 
Antiproliferativo, supresor de 
tumores, regulado por TGFβ 
MAB21L1 mab-21-like 1 (C. elegans) CAGR 
Regulador en C.elegans del 
destino de células de órgano 
sensorial. Regulado por TGFβ 
MAB21L2 mab-21-like 2 (C. elegans)  
Regulador en C.elegans del 
destino de células de órgano 
sensorial. Regulado por TGFβ 
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SÍMBOLO NOMBRE 
OTROS 
NOMBRES
OBSERVACIONES 
MYC 
v-myc myelocytomatosis 
viral oncogene homolog 
(avian) 
c-myc Regulado negativamente por RA
ASCL1 achaete-scute complex-
like 1 
ASH1, 
HASH1, 
MASH1 
bHLH; Interviene en el destino y 
la diferenciación de neuronas 
autónomas y olfativas 
ISL1 
ISL1 transcription factor, 
LIM/homeodomain, 
(islet-1) 
 
LIM-Homeodomain; Se requiere 
para la diferenciación de 
neuronas motoras 
GATA3 GATA binding protein 3  Interviene en la diferenciación 
de varios linajes celulares 
 
 
2. Moléculas señalizadoras y sus receptores 
 
SÍMBOLO NOMBRE 
OTROS 
NOMBRES
OBSERVACIONES 
GDF10 
Growth and 
Differentiation factor 
10 
BMP3B 
Expresado en SN; Miembro de la 
familia del TGFβ. Regulado por 
NFκB 
DKK2 Dickkopf homolog 2  Se asocia con LRP6 para inhibir la 
señalización por Wnt 
FZD7 Frizzled homolog 7  Receptor de Wnt 
RET ret proto-oncogene  
Receptor tirosina kinasa de 
neurotrofinas de tipo GDNF; 
expresado en cresta neural;  
regulación directa por RAR 
JAG1 Jagged 1  Ligando de Notch 
TLE3 
Transducin-like 
enhancer of split 3 
homolog 
 
Interviene en diferenciación; 
Señalización de Notch 
C10orf56  FLJ90798 Receptor Tirosina Kinasa tipo Ephrin 
(guía de axon) 
NAV2 Neuron navigator 2 RAINB1, 
HELAD1 
Ortólogo de unc-53 de C. elegans, una 
molécula de guía axonal. 
Regulado por RA en neuroblastoma 
RARA Retinoic acid 
Receptor, alpha 
NR1B1 
Regulación directa por RAR, 
elemento DR2 
RARB Retinoic acid 
Receptor, beta 
NR1B2 
Regulación directa por RAR, 
elemento DR5 
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SÍMBOLO NOMBRE 
OTROS 
NOMBRES
OBSERVACIONES 
AGTR1 
angiotensin II 
receptor, type 1 
 GPCR 
IGFBP3 
insulin-like growth 
factor binding protein 
3 
 
Regula la disponibilidad de IGF1 e 
IGF2. Regulado por RA en 
Teratocarcinoma NT2D 
FJX1 four jointed box 1 
(Drosophila) 
 
Proteína secretada y expresada en 
SN. Activada por Notch 
CXCR4 chemokine (C-X-C 
motif) receptor 4 
HM89, 
LAP3, 
NPYR 
Receptor de Chemokinas. GPCR. 
Interviene en neurogénesis. 
Regulado por NFκB 
 
 
3. Transducción de señal y Ciclo Celular 
 
SÍMBOLO NOMBRE 
OTROS 
NOMBRES 
OBSERVACIONES 
BTG2 BTG family member 
2 
PC3, TIS21 
Antiproliferativo. 
Immediate Early gene 
DUSP7 Dual specificity 
phosphatase 7 
MKPX 
Tyr/Ser/Tre Fosfatasa 
Inducible por NGF 
DUSP6 Dual specificity 
phosphatase 6 
MKP3 
Tyr/Ser/Tre Fosfatasa. Específica de 
SN. Regulador negativo de ERK, 
pero no de SAPK/p38 
MPPED2 
metallophosphoester
ase domain 
containing 2 
C11ORF8 
Ser/Tre Fosfatasa 
Interviene en Neurogénesis 
TNS3 tensin 3 TENS1 Tirosina Fosfatasa 
TRIB1 tribbles homolog 1 
(Drosophila) 
 Regulador MAP Kinasas 
PRKCH Protein kinase C, eta  Activador de p38 SAPK 
Interviene en la señalización de Wnt 
RASA4 RAS p21 protein 
activator 4 
CAPRI Inhibidor de Ras y MAPK 
RGS16 Regulator of G-
protein signalling 16 
 
Reduce la señalización a través de 
Proteinas G y MAPK 
RND3 Rho family GTPase 3 RhoE Interviene en la remodelación del 
citoesqueleto de actina 
SKIL Ski-like SNO 
Regulado por TGFbeta. Regulador 
feed-back negativo de TGFβ 
FOXC1 Forkhead box protein 
C1 
FKHL7 
Antiproliferativo, supresor de 
tumores, regulado por TGFβ 
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SÍMBOLO NOMBRE 
OTROS 
NOMBRES 
OBSERVACIONES 
MAP3K1 mitogen-activated protein 
kinase kinase kinase 1 
MEKK, MEKK1, 
MAPKKK1 
Activa MEK y JNK 
Interviene en el control de 
la apoptosis 
 
 
4. Señalización y metabolismo del Ácido Retinoico 
 
SÍMBOLO NOMBRE 
OTROS 
NOMBRES 
OBSERVACIONES 
RARA Retinoic acid Receptor, alpha NR1B1 Regulación directa por RAR, 
elemento DR2 
RARB Retinoic acid Receptor, beta NR1B2 Regulación directa por RAR, 
elemento DR5 
CRABP2 Cellular retinoic acid binding 
protein 2 
 
Regulación directa por RAR, 
elementos DR5 y DR1 
CYP26A1 Cytochrome P450, family 26, 
subfamily A, polypeptide 1 
P450RAI-1 
RA 4-Hydroxylase. 
Regulación directa por RAR 
CYP26B1 Cytochrome P450 retinoid 
metabolizing enzyme 
CYP26A2 
RA 4-Hydroxylase. 
Regulación directa por RAR 
DHRS3 Short-chain 
dehydogenase/reductase 1 
SDR1 
Regulación directa por RAR. 
Inducible en neuroblastoma 
RAI2 Retinoic-acid induced 2  Regulación directa por RAR 
 
 
5. Adhesión celular y matriz extracelular 
 
SÍMBOLO NOMBRE 
OTROS 
NOMBRES
OBSERVACIONES 
PLAT Plasminogen 
activator, tissue-type
t-PA 
Interviene en crecimiento de neuritas, 
remodelación, migración, plasticidad y 
daño neuronal 
SNAI2 snail homolog 2 
(Drosophila) slug 
Regula las interacciones epitelio-
mesénquima 
ITGB5 Integrin beta 5  Receptor de Vitronectina. 
Interacciones célula-célula/sustrato 
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SÍMBOLO NOMBRE 
OTROS 
NOMBRES
OBSERVACIONES 
SEMA3C semaphorin 3C SemE 
Molécula de guía axonal. Posible 
inhibidor del crecimiento axonal 
TFPI2 tissue factor pathway 
inhibitor 2 
FLJ21164 
Inhibidor de Serin-proteasas. 
Interviene en invasión 
FLRT3 fibronectin leucine rich 
transmembrane protein 3
 Interviene en adhesión celular 
KIAA0960 KIAA0960 protein  Dominio Trombospondina 
 
 
6. Otros, incluye genes de función (todavía) desconocida 
 
SÍMBOLO NOMBRE 
OTROS 
NOMBRES 
OBSERVACIONES 
ACCN4 
Amiloride-sensitive cation 
channel 4 
ASIC4 
Transporte de sodio. Sensor 
de acidez 
TMC6 transmembrane 
channel-like 6 
EVIN1, 
LAK4-P 
Transmembrana, similar a 
canal iónico 
AJAP1 adherens junction 
associated protein 1 
MOT8 Posible oxidoreductasa 
AQP1 Aquaporin 1 AQP-CHIP Canal de agua 
CCDC68 CTCL tumor antigen SE57-1 FLJ25368 Función desconocida 
SYNJ2 synaptojanin 2 INPP5H 
Inositol fosfato 5'-fosfatasa 2; 
Interviene en el reciclado de 
vesículas sinápticas. 
OSBPL10 oxysterol binding protein-
like 10 
ORP10 Pleckstrin Homology domain
PLEKHA6 Phosphoinositol 3-
phosphate binding protein 3
PEPP3 Pleckstrin-Homology domain
HSPC047 HSPC047 protein  
Función desconocida 
Expresado en CD34+ stem 
cells 
LOC283824 hypothetical protein 
LOC283824 
 Función desconocida 
FLJ12996 hypothetical protein 
FLJ12996 
 Función desconocida 
BAHCC1 BAH domain and coiled-
coil containing 1 
KIAA1447 Función desconocida 
C10orf56 hypothetical protein 
FLJ90798 
 Función desconocida 
KIAA0510 
Homo sapiens mRNA, 
chromosome 1 specific 
transcript KIAA0510 
 Función desconocida 
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VPS13D vacuolar protein sorting 13 
homolog D (S. cerevisiae) FLJ10619 
Posible implicación en tráfico 
intracelular. 1p36.21 
ABTB2 ankyrin repeat and BTB 
(POZ) domain containing 2 
DKFZP586C1
619 
Función desconocida 
 
 
SÍMBOLO NOMBRE 
OTROS 
NOMBRES
OBSERVACIONES 
SRRM2 serine/arginine 
repetitive matrix 2 
SRm300 Participa en splicing del mRNA 
EYA1 eyes absent homolog 1 
(Drosophila) BOP 
Expresado en riñón y cerebro 
fetales 
KCTD12 hypothetical protein 
BC013764 
PFET1 
Canal de potasio controlado por 
voltaje 
LPPR4 plasticity-related gene 1 KIA0455 
Fosfatasa de Acido fosfatídico, 
específica de cerebro. Involucrada 
en crecimiento axonal y 
regeneración 
LOC51334 mesenchymal stem cell 
protein DSC54 
MGC104614 Función desconocida 
C2ORF10 similar to 
C630007C17Rik protein 
 Función desconocida 
 
Tabla 4. Clasificación funcional de los genes expresados diferencialmente por RA en células 
SH-SY5Y obtenidos utilizando el GeneChip U133A de Affymetrix. En la tabla se indica el 
símbolo asignado para cada gen, el nombre, otros nombres utilizados para el gen y las observaciones 
pertinentes para cada uno.  
 
                  Genes regulados positivamente 
                  Genes regulados negativamente 
 
 
Los resultados muestran que la respuesta transcripcional a RA integra tanto 
acciones clásicas genómicas (genes regulados directamente por RAR a través de 
su unión a elementos RARE localizados en su promotor), como acciones atípicas 
no genómicas (genes cuya regulación depende de la activación de vías de 
señalización, y que conllevan a la activación de factores de transcripción). 
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El objetivo del presente trabajo es estudiar los aspectos mecanísticos de la 
activación de la vía de señalización de PI3K/AKT por ácido retinoico. Estudios 
previos de nuestro laboratorio determinaron que la respuesta a la administración 
de RA en células SH-SY5Y no sólo se produce a nivel transcripcional, sino que 
también produce la activación de la ruta de señalización de PI3K/AKT (López-
Carballo et al., 2002). Esta activación es necesaria para la inducción de la 
diferenciación por RA y pensamos que ocupa un lugar central en el control 
ejercido por RA sobre el crecimiento, diferenciación y supervivencia celular, por 
lo que la hemos caracterizado con más detalle. 
Los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren un nuevo 
mecanismo para la activación de la ruta de PI3K/AKT por RA. Hemos 
demostrado el carácter no genómico de la activación de PI3K, así como la 
implicación del receptor RAR en este tipo de acciones rápidas del RA. También 
hemos caracterizado que zona o región del RAR es necesaria para la activación, el 
papel que desempeña la localización celular del RAR en la capacidad de activación 
de la vía PI3K/AKT y hemos analizado interacciones físicas entre el receptor 
RAR y componentes de la vía de transducción de señal PI3K/AKT. 
 
1. La activación de la vía de señalización de PI3K/AKT y MAPKs 
ERK1/2 por RA se produce a través de un mecanismo rápido no 
genómico 
 
Mientras que los clásicos efectos transcripcionales del ácido retinoico han 
sido ampliamente estudiados (Gronemeyer et al., 2004; Lefebvre et al., 2005), 
existe poca información acerca de los efectos rápidos no genómicos del RA sobre 
las vías de transducción de señales y sus implicaciones fisiológicas. Durante los 
últimos años se ha ido acumulando gran cantidad de información sobre las 
acciones no genómicas de las hormonas esteroides (Valverde y Parker, 2002; 
Losel y Wehling, 2003; Simoncini y Genazzani, 2003; Levin, 2005). Se ha 
demostrado que el estradiol activa PI3K/AKT a través de acciones no genómicas 
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de su receptor en células endoteliales (Haynes et al., 2000; Simoncini et al., 2000; 
Hisamoto et al., 2001), en neuronas corticales en cultivo (Honda et al., 2001), y en 
una línea celular derivada de un tumor mamario (Castoria et al., 2001). Además, se 
ha demostrado que la activación de PI3K/AKT por la vitamina D3 a través de 
una acción no genómica de los receptores de la vitamina D está implicada en la 
diferenciación de células mieloides (Hmama et al., 1999) y que los 
corticoesteroides ejercen una acción protectora a nivel cardiovascular mediante 
un mecanismo no genómico de los receptores de glucocorticoides y la activación 
PI3K (Hafezi-Moghadam et al., 2002). La activación de PI3K/AKT por RA 
representa uno de los primeros ejemplos de acciones rápidas no genómicas del 
RA (López-Carballo et al., 2002). Durante el periodo de realización de este 
trabajo, se describió que la activación de la vía de PI3K por RA está implicada en 
la inducción de la transglutaminasa de tejido en células NIH-3T3 (Antonyak et al., 
2002). Desde entonces, ha ido en aumento el número de publicaciones 
describiendo las acciones no genómicas del RA (Carter, 2003; Kambhampati et 
al., 2003; Cañón et al., 2004; Liou et al., 2005; Pan et al., 2005; Uruno et al., 2005; 
Bastien et al., 2006; Hughes et al., 2006). 
El carácter no genómico de la activación de la vía de señalización de 
PI3K/AKT queda establecido por el rápido incremento (en 5 minutos) en la 
fosforilación de AKT, principal diana de PI3K, en tratamientos con RA de células 
SH-SY5Y. Esta activación de PI3K/AKT, no se ve afectada por tratamientos con 
los inhibidores de la transcripción y de la biosíntesis de proteínas. Los estudios en 
células no neurales, como NIH-3T3, corroboran este carácter no genómico de la 
activación de PI3K/AKT por RA, e indican además que no es exclusiva de 
células neurales. 
 
2. Implicación del Receptor Nuclear RAR en la activación de la vía 
de PI3K/AKT 
 
En esta última década existe una gran controversia sobre la implicación de 
los receptores nucleares de hormonas en las acciones no genómicas de las 
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hormonas esteroides y otros ligandos. Sin embargo, cada vez existen más 
evidencias de que los receptores nucleares de hormonas son los responsables de 
las acciones no genómicas de las hormonas esteroides, especialmente para el 
receptor de estrógenos (ER) (Migliaccio et al., 1996; Razandi et al., 1999; 
Chambliss et al., 2002; Razandi et al., 2004). 
Diversos tipos de evidencias apoyan la implicación del receptor nuclear 
RAR en la activación de la vía de señalización de PI3K/AKT. Por un lado, la 
asociación que existe entre los niveles de receptor y capacidad de activar PI3K. 
En células con niveles apreciables de receptor RAR, como SH-SY5Y y 
fibroblastos NIH-3T3, se produce una activación notable de PI3K en respuesta al 
tratamiento con RA. Recíprocamente, la falta de receptor RAR en una línea 
similar a NIH-3T3, de fibroblastos embrionarios inmortalizados de ratón 
MEF(RARαβγ)L-/L-, en los que existe una inactivación simultánea de los genes 
que codifican los subtipos del receptor RAR (Altucci et al., 2005), resulta en la 
pérdida de la capacidad de activar la vía de PI3K por RA. Esta capacidad se 
restaura tras la sobreexpresión del receptor RARα en estas células. Del mismo 
modo, las células de la línea COS-7, con niveles muy bajos de RAR, responden 
muy pobremente en cuanto a la activación de PI3K por RA. Los ensayos de 
transfección en estas células, refuerzan esta asociación entre los niveles de 
receptor y activación de PI3K, ya que la transfección transitoria de RARα 
incrementa marcadamente la capacidad de activar la vía de PI3K/AKT mediante 
RA. 
Otra evidencia de la implicación del receptor nuclear RAR en la activación 
de la vía de PI3K se basa en criterios de especificidad farmacológica. Por un lado, 
la activación de la vía de PI3K/AKT ocurre a concentraciones de RA 
compatibles con la Kd obtenida para el receptor (Yang et al., 1991). Por otro 
lado, todos los agonistas de RARα empleados han sido capaces de activar 
PI3K/AKT. Aunque el hecho de que el antagonista de RAR AGN193109 no fue 
capaz de prevenir la activación de PI3K por RA o TTNPB argumentaría en 
contra de la participación de RAR, AGN193109 por sí solo fue capaz de activar 
PI3K, sugiriendo un perfil disociado antagonista/agonista, como se ha descrito 
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para otros compuestos como los moduladores específicos de estrógenos estreno y 
raloxifeno (Kousteni et al., 2001; Simoncini et al., 2002), o para análogos 
sintéticos de la vitamina D3 (Vertino et al., 2005). En cambio el tratamiento de 
células con RA en presencia del antagonista AGN193109 evita la activación 
transcripcional de RARβ, uno de los principales genes regulados por RA en 
células de neuroblastoma SH-SY5Y, corroborando el carácter transcripcional de 
este antagonista. 
Una última evidencia que corrobora la implicación de RAR en la activación 
de la vía PI3K es la asociación física entre la actividad PI3K y el receptor RARα 
tras el tratamiento con RA de células SH-SY5Y, que se ha observado a través de 
los ensayos kinasa sobre inmunoprecipitados de RAR. Las interacciones entre 
RAR y componentes de PI3K se han estudiado con detalle, y serán comentados 
más adelante. 
 
3. La unión de RA al receptor RAR promueve su translocación a la 
membrana plasmática 
 
Dado que el receptor RAR, al igual que otros miembros de la superfamilia 
de receptores nucleares, se localiza principalmente en el núcleo, resulta paradójico 
el hecho de que las acciones rápidas no genómicas de los receptores nucleares se 
inicien en la membrana plasmática. Este es un punto a tener en cuenta por 
cualquier modelo que trate de explicar el mecanismo de activación de PI3K por 
RA. 
Nuestros resultados indican, que probablemente existe un paso limitante o 
saturable en la activación de la vía PI3K/AKT, el cual podría ser la presencia del 
RAR en la membrana. Para tratar de superar esta supuesta limitación se generó un 
receptor quimérico que contenía una señal de localización en la membrana 
plasmática (señal de miristilación de Src). La primera evidencia de la importancia 
de la localización del receptor en la membrana plasmática la muestran los ensayos 
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sobreexpresión de esta proteína de fusión Myr-RARα realizados en células    
COS-7. Estos ensayos revelan que la localización del receptor RARα en la 
membrana plasmática incrementa su capacidad de activar la vía de señalización de 
PI3K/AKT. Sorprendentemente, una vez localizado el receptor en la membrana 
plasmática, la activación de PI3K no requiere la unión del ligando, ya que en 
células transfectadas con Myr-RARα, la fosforilación de AKT se produce en 
ausencia de RA. En apoyo a esto, el mutante Myr-RARα(2-390), que es defectivo 
en la unión a RA, cuando es dirigido a la membrana plasmática, es capaz de 
activar la fosforilación de AKT. Un aumento de la señalización no genómica 
también se observó cuando se dirigía ER a la membrana plasmática, aunque en 
este caso era necesaria la administración de hormona (Razandi et al., 2003b; Rai et 
al., 2005). Recíprocamente, receptores quiméricos de ER que presentan 
localización reducida en la membrana plasmática, también presentaban una 
menor actividad no genómica (Kousteni et al., 2001; Razandi et al., 2003a; 
Acconcia et al., 2005). Todas estas evidencias indican que la presencia del 
receptor nuclear en la membrana plasmática es básica para llevar a cabo las 
acciones no genómicas. Sin embargo, todavía no está claro como se produce la 
asociación del receptor RAR a la membrana plasmática, aunque algunos estudios 
sugieren que los receptores interaccionan con proteínas o lípidos específicos de 
membrana (Levin, 2005). Al igual que se muestra aquí para RAR, resultados con 
receptores vitamina de D3 y andrógenos también sugieren este papel del ligando 
en la localización del receptor (Lu et al., 2001; Capiati et al., 2002). 
Nuestros resultados indican que la unión del ligando controla la localización 
del receptor, promoviendo la presencia de una subpoblación de RAR en la 
membrana plasmática. Posiblemente se trate de un pequeño porcentaje, de lo 
contrario sería detectable mediante microscopía de fluorescencia. No obstante, 
los mecanismos que explican la redistribución de RAR todavía no están claros y 
posiblemente son complejos. Esto podría ser la base para la explicación de la 
relativamente baja activación de la vía PI3K y la escasa presencia de RAR en 
membrana plasmática en los ensayos de transfección transitoria del receptor 
RARα en células COS-7.  
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4. La región 206-282 del extremo C-terminal de RARα está 
implicada en la activación de la vía de señalización de PI3K/AKT 
 
La capacidad de activación de la vía de PI3K independientemente de la 
presencia de ligando que le confiere la señal de localización Myr al receptor Myr-
RARα, nos ha permitido caracterizar la región del receptor implicada en la 
activación de la vía de PI3K/AKT. Los ensayos realizados con los diferentes 
mutantes de deleción de Myr-RARα demuestran que los dominios de la zona C-
terminal (DEF) están implicados en activar la fosforilación de AKT, aunque de 
forma independiente a la presencia de RA. Al caracterizar más detalladamente la 
región concreta responsable de la activación de la vía de PI3K, se ha demostrado 
la implicación de la región entre los aminoácidos 206 y 282 de RARα en la 
activación de la vía de señalización de PI3K/AKT. Probablemente ésta sea la 
región “mínima” necesaria para que se produzcan las interacciones que dan lugar 
a la formación del complejo de señalización. Además, en esta región del extremo 
C-terminal, que incluye las hélices H3, H4 y H5 de la estructura tridimensional de 
RAR (signature domain), se localiza un motivo muy conservado en todos los 
miembros de la superfamilia de los Receptores Nucleares de Hormonas (Wurtz et 
al., 1996). La elevada conservación resultaría lógica ya que la activación de la vía 
de señalización de PI3K /AKT parece ser una característica conservada de los 
Receptores Nucleares de Hormonas. 
 
5. El receptor RARα interacciona con las subunidades de PI3K 
La vía de señalización de PI3K ejerce un importante control sobre 
diferentes respuestas celulares como supervivencia, crecimiento y diferenciación 
(Katso et al., 2001). 
El hecho de que la actividad PI3-kinasa esté asociada al receptor RAR en 
presencia de RA, como demuestran los resultados del ensayo kinasa in vitro de 
inmunoprecipitados con RARα, sugería que el mecanismo de activación de la vía 
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PI3K/AKT implicaba interacción entre RAR y PI3K. Estas interacciones se han 
descrito en otros receptores, como el ER que puede interaccionar de manera 
dependiente de ligando con la PI3K, a través de su subunidad reguladora p85, 
activando la fosforilación de AKT (Simoncini et al., 2000).  
En el estudio de la interacciones entre el receptor RAR y las subunidades de 
la PI3K, hemos demostrado que existe una interacción física constitutiva entre 
RARα y la subunidad reguladora p85 de PI3K en células SH-SY5Y, observada 
tanto en las inmunoprecipitaciones realizadas con el anticuerpo frente al receptor 
RAR como en las realizadas con el anticuerpo frente a la subunidad reguladora 
p85-PI3K. Esta asociación entre RARα y p85 se observa independientemente de 
la presencia de RA, y se detecta en extractos nucleares. Tras la administración de 
RA aumenta considerablemente la asociación de la subunidad catalítica p110-
PI3K al complejo se señalización RAR-p85-PI3K. Estos resultados, sugieren que 
la unión de RA a RAR regula diferencialmente su interacción con las subunidades 
de PI3K, de modo que, mientras que RAR interacciona establemente con la 
subunidad reguladora p85-PI3K, tanto en presencia como en ausencia de RA, la 
asociación con la subunidad catalítica p110-PI3K depende de la presencia de 
ligando. En este contexto, todos estos resultados sugieren que el RA regula la 
actividad de PI3K controlando la presencia del complejo RAR-p85 en la 
membrana plasmática, y facilitando el ensamblaje de un complejo de señalización 
que incluye la subunidad catalítica p110-PI3K. 
El impacto de la subunidad reguladora p85 sobre la actividad PI3K es 
controvertido, y en la literatura existen evidencias tanto de efectos positivos como 
negativos de p85 sobre la actividad PI3K (Yu et al., 1998; Ueki et al., 2002). 
Nuestros resultados sugieren que la formación del heterodímero entre p85 y p110 
conlleva un incremento de la actividad PI3K, aunque otra posibilidad ya descrita 
previamente sería que el reclutamiento de la subunidad p110 a la membrana 
plasmática, donde se encuentra su sustrato, podría afectar a su activación (Klippel 
et al., 1996). Recientemente se ha descrito en células de cáncer de mama un 
mecanismo que implica a la proteína celular de unión al retinol I (CRBP-I) en la 
regulación de la heterodimerización de la subunidad de PI3K, donde la 
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señalización por RA tendría efectos negativos sobre la asociación de la subunidad 
de PI3K y la actividad de PI3K. Sin embargo, la controversia podría residir en los 
diferentes contextos entre efectos adaptativos a largo plazo (Farias et al., 2005) y 
los efectos rápidos que hemos analizado aquí. 
Para otros receptores nucleares se ha descrito que existe una interacción 
entre el receptor y la subunidad reguladora p85-PI3K, que es necesaria para la 
activación de PI3K (Hmama et al., 1999; Simoncini et al., 2000; Hafezi-
Moghadam et al., 2002). Nuestros resultados muestran que la asociación entre 
RAR y p85 no parece ser directa. Esto implica que RARα y la subunidad p85-
PI3K forman parte de un complejo de señalización en el que pueden estar 
implicadas otras proteínas, que favorezcan el ensamblaje del complejo. En un 
intento de aproximarnos a la composición de este complejo, nos propusimos 
comprobar si dos proteínas, MNAR (Modulator of Nongenomic Activity of the 
estrogen Receptor), también denominada PELP1, y β-catenina, podían formar 
parte del este complejo de señalización. 
La proteína MNAR se ha descrito como co-regulador del receptor nuclear 
de estrógenos (ER). Se ha descrito que la proteína MNAR interacciona con ER y 
con AR activando la vía de señalización de cSrc y MAPK/ERK (Wong et al., 
2002; Unni et al., 2004), y que se asocia con la subunidad p85-PI3K (Vadlamudi 
et al., 2005). A pesar de que no se ha descrito interacción con el receptor RAR, la 
elevada conservación entre los miembros de la superfamilia de los Receptores 
Nucleares de Hormonas, hace factible dicha interacción. Nuestros resultados no 
muestran interacción alguna entre MNAR, y el receptor RARα o la subunidad 
p85-PI3K en las condiciones ensayadas. 
Se han descrito interacciones in vitro entre la proteína β-catenina y RAR 
(Easwaran et al., 1999) y también con p85-PI3K (Espada et al., 2005). Esta 
proteína se puede localizar en membrana, formando parte del complejo de 
adhesión celular, en citoplasma, libre o asociada a proteínas de la vía de 
señalización de Wnt, o en núcleo, unida a factores de transcripción de la familia 
Tcf/LEF (Hlsken y Behrens, 2000). Los resultados de los ensayos realizados en 
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células SH-SY5Y con niveles endógenos de estas proteínas, muestran asociación 
entre β-catenina y RARα. Sin embargo, en los ensayos de sobreexpresión en 
células COS-7, se observa una interacción marginal entre β-catenina y p85, y entre 
β-catenina y RAR, que disminuye cuando se sobreexpresan simultáneamente las 3 
proteínas. Por tanto, las proteínas MNAR y β-catenina no parecen participar en la 
activación de PI3K por RAR. 
 
6. Modelo para la activación de la vía de PI3K por RA 
 
La activación de PI3K/AKT por RA representa uno de los primeros 
ejemplos de acciones rápidas no genómicas del RA. Los resultados obtenidos nos 
han permitido postular un modelo para la activación no genómica de PI3K/AKT 
por RAR (Figura 43), en el cual una subpoblación de RAR forma un complejo 
estable con la subunidad reguladora p85-PI3K y unas proteínas X que facilitan el 
ensamblaje. Este complejo está localizado en el núcleo en ausencia de RA. Tras la 
administración de RA, el complejo que incluye al receptor activado se dirige a la 
membrana plasmática, facilitándose la asociación entre las subunidades de PI3K, 
p85 y p110, y promoviendo por tanto la actividad catalítica. Pensamos que quizá 
este modelo se pueda aplicar a otros miembros de la superfamilia de Receptores 
Nucleares, especialmente los receptores que pertenecen a la subfamilia de 
retinoico/hormona tiroidea/vitamina D. 
El modelo propuesto en la figura 43 presenta diferencias llamativas respecto 
al modelo prevalente propuesto para explicar las acciones no genómicas de los 
receptores de esteroides como el ER (Levin, 2005). En este caso, una 
subpoblación de receptores de estrógenos residentes en membrana plasmática 
interacciona con los componentes de la maquinaria de transducción de señales de 
manera que estas interacciones están bajo control del ligando, tal y como se ha 
descrito para las interacciones entre ER, GR o AR y p85, la subunidad reguladora 
de PI3K (Simoncini et al., 2000; Castoria et al., 2001; Hafezi-Moghadam et al., 
2002; Sun et al., 2003). 
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Figura 43. Modelo de activación de PI3K por RA. El receptor RAR, p85-PI3K y 
una proteína X forman un complejo estable que se localiza en el núcleo en ausencia de 
RA. La activación de RAR por su ligando específico produce la translocación de este 
complejo a la membrana plasmática, donde se produce la interacción con la subunidad 
catalítica p110 que resulta en la activación de PI3K. 
 
Para obtener finalmente la regulación de la actividad de PI3K dependiente 
de ligando, las diferentes dinámicas de las dos subfamilias de receptores nucleares 
de hormona y sus peculiaridades podrían imponer diferentes soluciones, lo que 
originaría estas diferencias. Los receptores vacíos de la subfamilia 
retinoico/tiroidea son de localización principalmente nuclear y no forman 
complejos inactivos con hsp90 u otras proteínas. Una interacción estable de p85-
PI3K con el receptor, como mostramos aquí para el receptor RAR y como se ha 
observado para el receptor de la hormona tiroidea (Cao et al., 2005), requeriría un 
confinamiento estricto del complejo dentro del núcleo para evitar una activación 
desregulada de PI3K en ausencia de ligando, como ocurre, por ejemplo, con el 
receptor quimérico Myr-RARα. Tras la activación por ligando, el receptor migra a 
la membrana plasmática, permitiendo interacciones con los componentes de la 
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maquinaria de transducción de señales y favoreciendo el reclutamiento de la 
subunidad catalítica al complejo. 
Por el contrario, los receptores de esteroides no unidos al ligando forman 
complejos inactivos con hsp90 y otras proteínas que mantienen al receptor en una 
forma inactiva. Además de los receptores que residen en membrana plasmática, el 
receptor vacío se localiza principalmente en el citoplasma u oscilando entre 
núcleo y citoplasma, y se traslada al núcleo tras su unión al ligando. Por eso, el 
receptor de esteroides no unido a ligando sería más accesible para aceptores 
citoplasmáticos y de membrana o moléculas scaffold, y la interacción con p85-
PI3K requeriría un estricto control por el ligando a fin de evitar una 
desregulación de la activación de PI3K por el apo-receptor. Además, parece 
concebible que las interacciones con hsp90 y/o otras proteínas dentro del 
complejo del apo-receptor evitaran una interacción con p85-PI3K, la cual 
únicamente tendría lugar una vez disociado el complejo tras la unión del ligando. 
 
7. La respuesta transcripcional a RA integra tanto las acciones 
clásicas genómicas como las acciones atípicas no genómicas 
 
Mediante el uso de los “microarrays” de Affymetrix se han analizado los 
perfiles de expresión génica de células de neuroblastoma SH-SY5Y control y 
células tratadas con ácido retinoico durante 6 horas. Este es un tiempo intermedio 
de “compromiso” entre las acciones clásicas y las acciones rápidas del RA, que ha 
permitido detectar tanto genes regulados directamente por el receptor RAR como 
genes regulados por vías de señalización (Tabla 5). En esta tabla, se presentan 
tanto genes regulados directamente por RAR, algunos de los cuales contienen en 
su promotor los elementos de unión al receptor RAR (DR+1-DR+5), como 
genes regulados por diversas vías de señalización intracelular, como la vía de 
MAP kinasas, AKT kinasa o la vía NFκB. 
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Regulados directamente por RAR Regulados por vías de señal 
HOXD3 Elemento DR+5 MAFB Inducido por ERK MAP Kinasa 
HOXD4 Elemento DR+5 ZFP36L2 Immediate early gene Regulado por EGF, PMA 
TLX2 Elemento DR+2 SNAI2 Regulado por vías anti-apoptóticas 
RARA Elemento DR+2 SREBF1 Regulado por AKT kinasa 
RARB Elemento DR+5 GDF10 Regulado por NF-κB 
RET  CXCR4 Regulado por NF-κB 
NAV2  BTG2 Immediate early gene  Inducible por NGF 
CRABP2 Elementos DR+1, DR+5 TRIB1 Regulado por inflamación 
CYP26A1 2 Elementos DR+5 DUSP7 Inducible por NGF 
CYP26B1  PLAT Inducible por LPS, IL3, NF-κB 
DHRS3    
RAI2    
PLAT Elemento DR+5   
Tabla 5. Genes regulados directamente por el receptor RAR y genes regulados por vías de 
señalización en respuesta a RA en células de neuroblastoma humano. 
 
Los resultados muestran que la respuesta transcripcional a RA integra tanto 
acciones clásicas genómicas (genes regulados directamente por RAR a través de 
su unión a elementos RARE localizados en su promotor), como las acciones 
atípicas no genómicas (genes cuya regulación depende de la activación de vías de 
señalización, y que conllevan a la activación de otros factores de transcripción). 
Por tanto, una de las consecuencias de la activación de la vía de señalización de 
PI3K/AKT por RA en células de neuroblastoma humano es que se incrementa la 
complejidad de la respuesta transcripcional a RA. 
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En esta tesis se ha estudiado el mecanismo de activación de la ruta de 
señalización de PI3K/AKT inducida por ácido retinoico (RA). El conjunto de 
resultados expuestos en el trabajo permite obtener las siguientes conclusiones: 
 
1. La activación de la vía de señalización de PI3K/AKT y MAPKs ERK1/2 
por RA se produce a través de un mecanismo rápido no genómico, que no 
requiere ni transcripción de nuevos genes ni síntesis de proteínas. 
 
2. Esta activación de PI3K/AKT por RA no es exclusiva de células neurales, 
sino que se trata de un fenómeno más general, tal y como muestran los 
estudios realizados en células NIH-3T3. 
 
3. El receptor nuclear RAR es el responsable de la activación de la vía de 
señalización de PI3K/AKT por RA.  
 
4. La región del extremo C-terminal de RARα comprendida entre los 
aminoácidos 206 y 282, está implicada en la activación de la vía de 
señalización de PI3K/AKT. Esta región incluye las hélices H3, H4 y H5 
de la estructura tridimensional de RAR, donde se localiza un motivo muy 
conservado en todos los miembros de la superfamilia de los Receptores 
Nucleares de Hormonas. 
 
5. La unión del ácido retinoico al receptor RAR controla su localización 
intracelular, promoviendo la presencia de RAR en la membrana 
plasmática. 
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6. El receptor RAR interacciona con las subunidades de PI3K de diferente 
manera. La interacción con la subunidad reguladora p85 es constitutiva y 
no se altera por la unión del ligando. La activación de RAR por RA 
produce el reclutamiento de la subunidad catalítica p110-PI3K. Sin 
embargo, la interacción entre p85-PI3K y RAR no parece ser directa, y 
otras proteínas todavía desconocidas deben tomar parte de este complejo. 
 
7. Los resultados obtenidos nos permiten proponer un modelo para la 
activación de PI3K por RA, en el que el RA regula la actividad de PI3K 
controlando la presencia del complejo RAR-p85 en la membrana 
plasmática, y facilitando el ensamblaje de un complejo de señalización que 
incluye la subunidad catalítica p110-PI3K. 
 
8. La respuesta transcripcional a RA integra tanto las acciones clásicas 
genómicas (genes regulados directamente por RAR a través de su unión a 
elementos RARE localizados en su promotor), como las acciones atípicas 
no genómicas (genes cuya regulación depende de la activación de vías de 
señalización, que conllevan a la activación de factores de transcripción). 
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